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Mleko in mlečni izdelki so skupina ţivil, ki so pogosto tarča nepoštene ţivilske prakse. 
Veliko nepravilnosti se pojavlja pri označevanju geografskega porekla ter pri označevanju 
z znaki kakovosti, kot je zaščitena označba porekla, saj izdelki s takšnimi označbami ali 
navedbami na trgu dosegajo višje cene (Camin in sod., 2004). 
 
Klasične analitske tehnike po navadi ne podajo odgovora na vprašanja o geografskem 
izvoru ali o načinu pridelave ţivil, zato v ospredje vstopajo moderne tehnike, s katerimi 
lahko preverimo pristnost navedb in zaščitimo dobrobit ter varnost potrošnika (Camin in 
sod., 2016). 
 
Ena od takšnih tehnik je tudi analiza razmerja stabilnih izotopov bio-elementov (vodik, 
kisik, ogljik, dušik in ţveplo) v ţivilih, saj biološke spojine v rastlinah in ţivalih nosijo t.i. 
izotopski odtis, ki ga oblikujejo geografski in klimatski vplivi okolja, v katerem je bilo 
ţivilo pridelano (Camin in sod., 2016; Kelly in sod., 2005). 
 
1.1 CILJI NALOGE 
 
V praktičnem delu naloge smo določili razmerja stabilnih izotopov kisika v mleku ter 
ogljika in dušika v proteinskem delu mleka in sira. Prvi del naloge obsega opis naravnih 
variacij izotopske sestave v mleku in siru treh vrst ţivali iz štirih slovenskih makroregij. 
Na podlagi merjenih spremenljivk in statistične obdelave smo poizkušali vzorce ločiti 
glede na njihov geografski izvor. Določanje izotopske sestave avtentičnih vzorcev mleka in 
sira bo pripomoglo k izgradnji osnovne baze podatkov, ki bi v prihodnje lahko sluţila kot 
orodje za preverjanje pristnosti mleka in sirov slovenskega izvora. 
 
Drugi del naloge obsega primerjavo izotopskih vrednosti, ki smo jih določili v kravjem, 
kozjem ter ovčjem mleku in siru. Primerjava izotopskih vrednosti mleka in sira, določenih 
v proizvodih različnih molznih ţivili, bi lahko razkrila razlike, ki so posledica različne reje 
molznih ţivali. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pred začetkom smo predpostavili, da z določanjem razmerja stabilnih izotopov kisika, 
dušika in ogljika v kravjem, kozjem in ovčjem mleku in siru ter uporabo statističnih metod 
lahko sklepamo na: 
- geografsko poreklo vzorcev, 
- vrsto mleka in sira analiziranih vzorcev. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Z udomačitvijo molznih ţivali so mleko in mlečni izdelki postali del prehrane človeka. 
Prvo so okoli 10.000 let pr. n. št. udomačili ovco (Ovis aries). V kasnejših stoletjih so 
udomačili koze (Capra egagrus hircus) in govedo (Bos taurus) ter druge domače ţivali 
(Vaughan, 2011). 
 
Preglednica 1: Povprečna kemijska sestava humanega, kravjega, kozjega in ovčjega mleka (Wijesinha-
Bettoni in Burlingame, 2013: 45). 
Povprečna vrednost 
Mleko 
Humano Kravje Kozje Ovčje 
Energija (kJ/100 g) 291 262 270 420 
Energija (kcal/100 g) 70 62 66 100 
Voda (%) 87,5 87,8 87,7 82,1 
Beljakovine (%) 1,0 3,3 3,4 5,6 
Maščobe (%) 4,4 3,3 3,9 6,4 
Laktoza (%) 6,9 4,7 4,4 5,1 
Pepel (%) 0,2 0,7 0,8 0,9 
 
Mleko različnih molznih ţivali ima podobno makrokemijsko sestavo, zastopanost hranil v 
mleku različnih vrst pa variira glede na mladičeve potrebe. Kot je razvidno s Preglednice 1 
je glavna sestavina v mleku voda. V primerjavi med kozjim, ovčjim, kravjim in humanim 
mlekom, najmanj vode vsebuje ovčje mleko (82,1 %). Ovčje mleko v primerjavi s kravjim, 
kozjim ter humanim mlekom vsebuje več beljakovin in maščob, zato je energetsko 
najbogatejše. Makrokemijska sestava kozjega ter kravjega mleka je podobna, kakor tudi 
njuna povprečna energetska vrednost. Humano mleko je energetsko bogatejše kot kravje in 
kozje mleko, saj vsebuje več ogljikovih hidratov (6,9 %), kot so laktoza ter drugi 
oligosaharidi. Vsebnost pepela je v humanem mleku najmanjša (0,2 %), kar nakazuje na 
najniţje vsebnosti kalcija, magnezija ter drugih mineralov v primerjavi s kravjim, kozjim 
in ovčjim mlekom (Wijesinha-Betttoni in Burlingame, 2013). Kjub niţji vsebnosti 
mineralov v humanem mleku, v primerjavi z mlekom drugih molznih ţivali, pa humano 
mleko zadostuje in predstavlja najbolj primerno hrano za rast in razvoj dojenčkov do 
starosti 6 mesecev (Dewey, 2003).  
 
Mleko molznih ţivali je dober vir beljakovin in kalcija, telo pa tudi oskrbujejo z 
esencialnimi aminokislinami (Wijesinha-Betttoni in Burlingame, 2013). Sestava beljakovin 
mleka je različna, v kravjem mleku prevladuje α-kazein, v kozjem mleku pa prevladuje β-
kazein, podobno kot v humanem mleku, kar je povezano z manjšo pojavnostjo alergij za 
kozje mleko (El-Agamy, 2007). Mlečno maščobo po večini sestavljajo nasičene maščobne 
kisline, zastopanost posameznih maščobnih kislin pa je odvisna od vrste molzne ţivali. V 
primerjavi s kravjim mleko, vsebujeta ovčje in kozje mleko več kratkih ter srednje veriţnih 
nasičenih maščobnih kislin (Wijesinha-Betttoni in Burlingame, 2013), medtem ko 
maščobo humanega mleka večinoma sestavljajo nenasičene maščobne kisline ter je vir 
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dolgoveriţnih večkrat nenasičenih maščobnih kislin, ki pa jih v mleku molznih ţivali 
skoraj ne najdemo (Koletzko in sod., 1992). 
 
Poleg makrohranil pa je mleko dober vir vitaminov, mineralov ter drugih hranil. Kravje 
mleko je bogato s selenom, riboflavinom, vitaminom B12, vitaminom D, pantotensko 
kislino in karoteni. Poleg naštetih mikrohranil pa ovčje mleko vsebuje vitamin C, kozje pa 
je dober vir vitamina A (Wijesinha-Betttoni in Burlingame, 2013). 
 
Čeprav so mleko in mlečni izdelki odličen vir hranil, lahko na človeško telo vplivajo tudi 
negativno. Negativni vplivi so povezani predvsem z nasičeno mlečno maščobo in 
prisotnostjo holesterola, ki lahko v neprilagojenih količinah poveča tveganje za razvoj 
srčno ţilnih bolezni (Weaver in sod., 2013). Elmadfa in Kornsteiner (2009) priporočata, da 
vnos nasičenih maščobnih kislin ne presega 10 % celotnega energetskega vnosa, zato 
moramo mleko in mlečne izdelke uţivati zmerno, kot del zdrave in uravnoteţene prehrane. 
 
2.1 PRIREJA MLEKA 
 
Največje proizvajalke kravjega mleka na svetu so drţave Evropske unije, kjer je prireja 
mleka v letu 2016 ocenjena na 165,7 milijard ton. Veliki svetovni proizvajalki sta tudi 
ZDA ter Indija (FAO, 2017). Večino mleka (83 %) na svetu proizvede domače govedo. 
Obseg prireje kozjega (2 %) in ovčjega mleka (1 %) je veliko manjši, ostalo mleko pa 
proizvedejo druge molzne ţivali, kot so bivolice, samice jakov, oslice, kobile, lame idr. 
(FAO, 2018). 
 
V Sloveniji prevladuje prireja kravjega mleka, ki je glede na navedbe Statističnega urada 
RS v letu 2014 obsegala 616.581 ton mleka. Prireja kozjega in ovčjega mleka je v 
Sloveniji precej manjša, ocenjeno pa je, da je bila istega leta prireja kozjega mleka 1.441 
ton ter ovčjega le 504 tone (Stele, 2014). 
 
Reja ţivali poteka v različnih sistemih, ki se med seboj razlikujejo po uporabi zemljišč, 
načinu reje, uporabi hranil, organizaciji dela ter zasluţku. Grobo lahko razdelimo sisteme 
reje na intenzivne ter ekstenzivne. Način reje, ki se oblikuje v določeni regiji, je odvisen od 
lastnosti zemlje ter mnogih drugih kmetijskih, ekoloških ter druţbenih dejavnikov, kot so 
cene zemljišč, razpoloţljiva infrastruktura, stanje trga idr. Intenzivni sistemi temeljijo na 
oţji usmeritvi kmetijske dejavnosti, ki je usmerjena v dobičkonosnost. Znak intenzivne 
reje je koncentriranje proizvodnje kmetijskih proizvodov na manjšem geografskem 
območju. Ekstenzivna reja se ponavadi razvije na geografsko zahtevnejših področjih, kot 
so višavja, močvirja, sušna področja ter področja z zelo slabo sestavo zemlje. Najbolj 
pogost ekstenziven način reje ţivali v Evropi je pašništvo (Robinson in sod., 2011). 
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Slika 1 prikazuje število molznic registriranih v slovenskih naseljih v letu 2009. S slike 
vidimo, da prireja govedi ne poteka enakomerno v vseh krajih po Sloveniji. Prireja mleka 
poteka intenzivneje na ravninskih območjih. Kot je razvidno s slike je govedoreja močna 
panoga v Ljubljanski kotlini, na Kamniško-Bistriškem in Sorškem polju, Dravsko-
Ptujskem polju, Pomurskih ravnicah in širšem Celjskem območju. Višinska območja Alp 
in predalpskih pokrajin, krške ter dinarske planote zaradi svojih geografskih lastnosti 
omogočajo vzrejo manjšega števila molznih ţivali, v primerjavi z niţinskimi predeli 
Slovenije (Perpar in sod., 2010). 
 
 
Slika 1: Število krav molznic v letu 2009 (Perpar in sod., 2010: 12). 
 
V Sloveniji imamo kar nekaj avtohtonih in tradicionalnih pasem domačih ţivali. 
Avtohtono cikasto govedo je najbolj zastopana pasma v planšarski reji ţivali, slovenski 
tradicionalni pasmi pa sta tudi lisasto ter rjavo govedo. Avtohtone pasme ovc so jezersko-
solčavska ovca, bovška ovca ter belokranjska in istrska pramenka (Bojkovski in sod., 
2014). Mleko bovške ovce je osnova za izdelavo Bovškega sira (Koren in sod., 2014). 
Poleg ovc pa so za področje zgornjega Tolmina značilne tudi koze, kjer poleg avtohtone 
dreţniške koze najdemo še dve tradicionalni pasmi, in sicer sansko in srnasto pasmo koz 
(Bojkovski in sod., 2014). 
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2.2 SHEME KAKOVOSTI 
 
Različne oznake na embalaţi označujejo višjo kakovost kmetijskih izdelkov in ţivil. Leta 
2006 sta v Evropski uniji stopili v veljavo Uredba Sveta (ES) št. 510/2006 o zaščiti 
geografskih označb in označb porekla za kmetijske proizvode in ţivila in Uredba Sveta 
(ES) št. 509/2006 o zajamčenih tradicionalnih posebnostih kmetijskih proizvodov in ţivil, 
ki sta utemeljili uporabo simbolov za zaščiteno označbo porekla, zaščiteno geografsko 
označbo ter označbo zajamčene tradicionalne posebnosti. Poleg označb geografskega 
porekla ter označevanja tradicionalnega načina predelave v Sloveniji velja več simbolov 
kakovosti, ki so opredeljeni na evropskem ali nacionalnem nivoju, kot so označbe višje 
kakovosti, izbrane kakovosti, ekološkega kmetijstva, integrirane pridelave idr. (MKGP, 
2018). 
 
Nacionalne sheme kakovosti ureja Zakon o kmetijstvu (2008). Shema »Izbrana kakovost – 
Slovenija« vključuje po podatkih Minstrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano več kot 
50 proizvajalcev in predelovalcev mleka, vključno z nekaterimi velikimi slovenskimi 
mlekarnami (MKGP, 2019b). V Specifikaciji za Izbrano kakovost mleka in mlečnih 
izdelkov so opredeljeni kriteriji za pristop k shemi kakovosti, ki se navezujejo na prirejo in 
predelavo mleka izključno v Sloveniji, na mikrobiološke kriterije surovega mleka, na 
časovne kriterije za predelavo surovega mleka v izdelke ter dodatne kriterije, ki veljajo za 
predelavo na kmetiji (MKGP, 2016). Za promocijo lokalne slovenske hrane, ki vključuje 
tudi certificirana ţivila v nacionalnih shemah, je MKGP leta 2016 sproţil projekt »Naša 
super hrana« (MKGP, 2019a). 
 
Simbol zaščitene označbe porekla označuje ţivila, kjer morajo vse faze pridelave in 
predelave kmetijskega proizvoda potekati na točno določenem geografskem območju, 
njihove prepoznavne senzorične lastnosti pa so produkt specifičnih geografskih dejavnikov 
ter tradicionalne predelave (MKGP, 2015). Pri Evropski komisiji so z zaščiteno označbo 
porekla zaščiteni sir Mohant iz Bohinja, sir Tolminc, Bovški sir, Kočevski gozdni med, 
Kraški med, Piranska sol ter ekstra deviško olje iz Slovenske Istre (MKGP, 2019c). 
 
Simbol zaščitene geografske označbe nosijo ţivilski izdelki, kot so Kraški pršut, 
Zgornjesavinjski ţelodec, Štajersko-prekmursko bučno olje, Prleška tünka, Kraška panceta, 
Ptujski lük, Slovenski med idr. Simbol pomeni, da vsaj ena od proizvodnih faz (pridelava, 
predelava ali priprava za trg) poteka na določenem geografskem območju, po katerem je 
kmetijski izdelek ali ţivilo poimenovano, pri čemer pa na primer surovina lahko izvira iz 
drugega geografskega območja. Povezava med geografskim območjem in končnim 
proizvodom je tu ohlapnejša kot v primeru zaščitene označbe porekla, a še vedno lahko 
kakovost, sloves ali druge značilnosti izdelka pripišemo geografskemu področju (MKGP, 
2015). 
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Uporaba simbolov kakovosti proizvajalcem omogoča večjo prepoznavnost na trgu ter 
velikokrat opravičuje višjo ceno izdelka (Luykx in Van Ruth, 2008). Zaradi višje cene 
izdelkov je nepravilna uporaba simbolov kakovosti mikavna praksa nepoštenih 
proizvajalcev ter prodajalcev ţivil (Camin in sod., 2004). Klasične analitske tehnike 
ponavadi ne podajo odgovora s katerega območja ţivilo izhaja, zato so pri preverjanju 
porekla in nepravilnosti pri označevanju v ospredju nove tehnike, kot so masna 
spektrometrija ter spektroskopske in separacijske metode, ki omogočajo določitev porekla 
ţivilskih izdelkov (Luykx in Van Ruth, 2008). 
 
2.3 PRISTNOST ŢIVIL 
 
Oznake na ţivilskih izdelkih so nujne za podajanje informacij o ţivilu, ki ga potrošnik 
kupuje. V Evropski uniji velja Uredba Evropskega parlamenta in sveta (EU) št. 1169/2011 
o zagotavljanju informacij o ţivilih potrošnikom, ki v svojem 7. členu o praksah poštenega 
informiranja nalaga, da morajo ţivila, ki so v prometu, nositi poštene informacije o svoji 
sestavi, količini, načinu predelave idr. Tudi Uredba Evropskega parlamenta in sveta (EU) 
št. 178/2002 o določitvi splošnih načel in zahtevah ţivilske zakonodaje se v 8. členu dotika 
poštenega informiranja potrošnika ter pravi, da je cilj ţivilske zakonodaje preprečiti 
goljufive in zavajajoče postopke, ponarejanje ţivil ter vse druge postopke, ki lahko 
potrošnika zavajajo. Le-te so lahko predmet upravnih postopkov. 
 
FAO definira pristnost kot ohranitev vseh fizikalnih, kemijskih, organoleptičnih in 
prehranskih lastnosti pristnega ţivila (FAO, 2005), nasprotno pa so nepristna ţivila tista, 
katerih sestava je bila spremenjena (Gremaud in Hilkert, 2008). 
 
Nepristna ţivila, ki vstopajo na trg, so pogosto posledica potvorb - namernih sprememb 
sestave ţivila, zaradi večjega finančnega zasluţka (Johnson, 2014). Sprememba sestave v 
nekaterih primerih spremeni porazdelitev stabilnih izotopov v ţivilu, zato so analitske 
tehnike, kot je masna spektrometrija za analitiko stabilnih izotopov lahkih elementov 
(IRMS), zelo pomembne za dokazovanje različnih potvorb ţivil (Gremaud in Hilkert, 
2008).  
 
Zaradi tesnih povezav med porazdelitvijo stabilnih izotopov in okoljem, se metoda 
uporablja za preverjanje geografskega porekla mesa (Franke in sod., 2008), mleka in 
mlečnih izdelkov (Camin in sod., 2004; Rossmann in sod., 2000), vina (Ogrinc in sod., 
2001) ter drugih ţivil, kot so pistacije (Anderson in Smith, 2006) in kava (Serra in sod., 
2005). Poleg navezave na geografsko poreklo pa se metoda IRMS lahko uporablja pri 
preverjanju izvora sinteznih in naravnih komponent ţivila, kot na primer pri ugotavljanju 
avtentičnosti naravne arome vanilije (Bensaid in sod., 2002). Analiza razmerja stabilnih 
izotopov pa se uporablja tudi za dokazovanje načina pridelave in predelave hrane, kjer so 
Bahar in sod. (2008) uspeli ločiti ekološko in konvencionalno prirejeno govedino. Poleg 
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dokazovanja pristnosti ţivil je določitev razmerja stabilnih izotopov tudi pomembno pri 
preverjanju potvorb, kot je dodatek vode in sladkorja v pomarančne sokove (Simpkins in 
sod., 2000) ter sladkorja v medu (Kropf in sod., 2009). 
 
Kljub mnogim zanimivim aplikacijam meritev izotopskega razmerja za potrjevanje 
avtentičnosti ţivil, uporabo omejujejo zahtevna predpriprava vzorca ter v nekaterih 
primerih interpretacija rezultatov, ki temelji na primerjavi nepristnega vzorca z bazo 
podatkov in ki zajema vse naravno prisotne variacije stabilnih izotopov bio-elementov 
pristnih izdelkov. Ovrednotenje izotopskih meritev pogosto poteka s kemometričnimi, 
statističnimi metodami, kot je linerarna diskriminantna analiza (LDA) ter analizo glavnih 
osi (PCA) (Gremaud in Hilkert, 2008). 
 
2.4 STABILNI IZOTOPI LAHKIH ELEMENTOV IN FRAKCIONACIJA 
 
Izotopi so atomi istega elementa z enakim številom protonov in elektronov ter z različnim 
številom nevtronov. Stabilni izotopi so energetsko stabilni in niso podvrţeni nuklearnemu 
razpadu, torej niso radioaktivni. Na svetu je okoli 300 stabilnih izotopov, več kot 1200 
radioaktivnih in le 21 elementov, ki se nahajajo v eni izotopski obliki (Hoefs, 1997). 
Preglednica 2 prikazuje zastopanost najpogostejših stabilnih izotopov bio-elementov (H, C, 
N, O, S). Iz preglednice lahko vidimo, da izotopi z večjim številom nevtronov 
predstavljajo manjši deleţ naravno prisotnega elementa. V ekoloških študijah prevladuje 
analiza lahkih izotopov pred analizo teţjih, saj so lahki izotopi večinski gradniki bioloških 
spojin, obenem pa je razlika v masi zaradi dodatnega nevtrona močneje opazna pri laţjih 
elementih, kar omogoča laţje meritve izotopskega razmerja (Gremaud in Hilkert, 2008). 
 
Preglednica 2: Prikaz porazdelitve lahkih stabilnih izotopov v naravi (Ehleringer in Rundel, 1989: 2) 































Izotopsko sestavo podajamo kot razmerje med teţjim in laţjim izotopom v vzorcu proti 
razmerju med teţjim ter laţjim izotopom v standardu. Ker so razlike v izotopski sestavi 
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bioloških materialov izredno majhne, jih za laţjo predstavo podamo v primerjavi z 
mednarodno sprejetim standardom in so izraţene v promilih (Ehleringer in Rundel, 1989), 




X (‰) =  
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O) v vzorcu oziroma standardu, δ
a
X pa pomeni izotopsko sestavo bodisi 






O). Za ovrednotenje izotopskega 
razmerja se uporabljajo mednarodno sprejeti standardi. Za določanje izotopskega razmerja 
kisika se uporablja standard SMOW (Standard Mean Ocean Water), za določanje razmerja 
ogljikovih izotopov se uporablja standard fosila PeeDee Belemnite ali PDB, za določanje 
izotopskega razmerja dušika pa zrak (standard AIR). Naravna standarda SMOW in PDB 
nista več razpoloţljiva, zato je IAEA (International Atomic Energy Agency) z Dunaja za 
določanje razmerja ogljika, vodika in kisika pripravila standarde, umerjene na originalni 
standard SMOW ter PDB (Coplen, 1996). 
 
Delta (δ) vrednost vsakega standarda je definirana z vrednostjo 0 ‰. Pozitivne δ-vrednosti 
nakazujejo, da je izotopsko razmerje vzorca obogateno s teţjim izotopom, nasprotno pa 
negativne δ vrednosti pomenijo, da je vzorec osiromašen s teţjim izotopom v primerjavi z 
mednarodnim standardom. 
 
2.4.1 Izotopska frakcionacija 
 
Izotopi istega elementa se zaradi različnega števila nevtronov v jedru razlikujejo po masi, 
kar povzroči majhne razlike v kemijskih in fizikalnih lastnostih izotopov. Atomska masa 
določa vibracijsko energijo atomskega jedra, ki vpliva na različno hitrost reakcij in moči 
vezi med izotopi istega elementa. Razlike v obnašanju so najbolj očitne pri lahkih 
elementih, saj je razlika v masi, zaradi dodatnega nevtrona, med njimi najbolj opazna 
(Gremaud in Hilkert, 2008). 
 
Posledica razlik v kemijskih in fizikalnih lastnostih izotopov privede do izotopske 
frakcionacije ali razlik v izotopski sestavi naravnih spojin. Razlike nastopijo med 
termodinamskim ravnoteţjem, kar imenujemo ravnoteţni izotopski efekt, in pri 
ireverzibilni biokemijski sintezi spojin, s poimenovanjem kinetični izotopski efekt. 
Termodinamsko ravnoteţje povzroči akumulacijo teţjega izotopa v kemijskih spojinah, v 
katerih je element močneje vezan. Primer ravnoteţnega izotopskega efekta je predstavljen 
v enačbi 2, kjer se med pogoji ravnoteţja teţji kisikov izotop izmenja med CO2 in 
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Kinetični izotopski efekt se pojavi med ireverzibilnimi kemijskimi reakcijami. Razlogi 
leţijo na kvantnem nivoju kemijskih reakcij, v vibracijskih frekvencah izotopov. Spojine s 
teţjimi izotopi potrebujejo več energije za razčlenitev vezi, v primerjavi z enakimi 
spojinami, ki vsebujejo laţje izotope, kar povzroči akumulacijo teţjega izotopa v 
reaktantih in laţjega v produktih kemijskih reakcij (Kelly, 2003). Kinetični izotopski efekt 
je najpogosteje prisoten v različnih biokemijskih reakcijah (Gannes in sod., 1998). 
 
2.5 VARIACIJE V IZOTOPSKI SESTAVI BIOLOŠKIH SNOVI 
 
Zaradi frakcionacije, ki se pojavi med kroţenjem elementov v energetskem krogu, med 
abiotskim in biotskim delom ekosistema, biološki materiali nosijo t.i. »izotopski odtis«, v 
angleščini Isotopic Fingerprint (Gannes in sod., 1998). V naslednjem poglavju bomo na 
kratko opisali nekaj procesov, ki oblikujejo »izotopski odtis« rastlin in ţivali ter se pri 
pridelavi hrane prenaša tudi na ţivilo. 
 
2.5.1 Variacije v izotopski sestavi ogljika 
 
Najbolj znane razlike v izotopski sestavi ogljika se pojavijo pri fiksaciji CO2, ko se v 
procesu fotosinteze atmosferski CO2 veţe v prve organske spojine. Rastline uporabljajo tri 
načine fiksacije CO2, in sicer s pomočjo encima 1,5-bifosfat karboksilaze, s komercialnim 
imenom Rubisco, ki ga najdemo v C3 rastlinah; s pomočjo fosfoenolpiruvat karbokilaze, ki 
se pojavlja v C4 rastlinah in mešan način vgradnje CO2, ki ga uporabljajo rastline s CAM 
metabolizmom (Gannes in sod., 1998; Camin in sod., 2004; Camin in sod., 2008; Camin in 
sod., 2012; Crittanden in sod., 2007). 
 
C3 rastline v Kalvinovem ciklu s pomočjo Rubisca veţejo CO2 v prve organske spojine s 
tremi ogljikovimi atomi. Med fiksacijo se pojavi frakcionacija zaradi kinetičnega 
izotopskega efekta, ki vpliva na nizke vrednosti δ
13
C v C3 rastlinah. Izotopska sestava C3 
rastlin se giblje med -32 in -24 ‰ (O'Leary, 1988). C3 rastline so prilagojene zmernim 
podnebjem in so tipične predstavnice našega okolja. 
 
C4 rastline so prilagojene subtropskim in tropskim podnebjem. Za C4 rastline je značilno, 
da prva organska snov vsebuje štiri ogljikove atome. C4 rastline imajo višjo izotopsko 
sestavo kot C3 rastline, ki se giblje med -19 in -11 ‰ (O'Leary, 1988). Nam zelo poznana 
C4 rastlina je koruza.  
 
CAM rastline uporabljajo kombiniran način fiksacije atmosferskega CO2 s pomočjo 
Rubisca in fosfoenolpiruvat karboksilaze, zato v CAM rastlinah lahko določimo izotopsko 
sestavo ogljika, ki se giblje med C3 in C4 rastlinami, in sicer v intervalu med -24  in -15 ‰ 
(O'Leary, 1988). Predstavnika CAM rastlin sta ananas in vanilija. 
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Kroţenje ogljika med abiotskim in biotskim delom ekosistema se nadaljuje višje po 
prehranski verigi. Ker izotopsko sestavo ţivali v večini oblikuje izotopska sestava krme 
(Knobbe in sod., 2006; Kornexl in sod., 1997), se analiza razmerja stabilnih izotopov 
uporablja v paleontoloških, antropoloških in forenzičnih raziskavah za rekonstrukcijo diet 
ţivali (Gannes in sod., 1998) z različnimi aplikacijami, kot je na primer ugotavljanje izvora 
prepovedane slonovine na trgu (Vogel in sod., 1990) ter sledenju migracijskih vzorcev 
ţivali (Wang in sod., 2004). 
 
Po navadi se za proučevanje izotopske sestave ţivali uporablja določeno tkivo, kot na 
primer kostni kolagen ali v našem primeru mleko, zato moramo pri interpretaciji upoštevati 
frakcionacijske procese, ki nastopijo v telesu ţivali med sintezo bioloških komponent 
(Gannes in sod., 1998). Izotopska sestava ţivalskih tkiv v primerjavi s krmo v povprečju 
pokaţe obogatitev s teţjim izotopom ogljika za 3 – 4 ‰ (Nakamura in sod., 1982), 
posamezne komponente ţivalskih tkiv pa zaradi različne biosintezne poti (ogljikovi hidrati, 
beljakovine, maščobe) pokaţejo specifičen izotopski odtis (Gannes in sod., 1998). 
 
Z določanjem vrednosti δ
13
C v mleku in mlečnih izdelkih lahko preverimo, s kakšnim 
tipom krme se je ţival prehranjevala (Kelly in sod., 2005; Bontempo in sod., 2012; Camin 
in sod., 2004, 2008, 2012). Camin in sod. (2008) so preverjali vrednosti δ
13
C v kravjem 
mleku, ki so se prehranjevale z različnimi tipi prehrane. Ugotovili so, da obstaja močna 
linearna povezava med vrednostjo δ
13
C in deleţem koruze v krmi. Hranjenje s C3 
rastlinami se pokaţe v niţjih vrednosti δ
13
C v mleku, obratno pa je prisotnost koruze 




C > -23,5 




C v kravjem mleku pokaţejo sezonska nihanja, ki so lahko posledica 
dostopnosti do krme. V toplejših mesecih, ko ţivali uţivajo sveţo krmo iz C3 rastlin je 
lahko opaziti niţje vrednosti δ
13
C. Nasprotno, v zimskih mesecih, ko krmo dopolnjujejo s 
koruzno silaţo, kravje mleko pokaţe višje δ
13
C (Kornexl in sod., 1997; Camin in sod., 
2008). 
 
2.5.2 Variacije v izotopski sestavi dušika 
 
Kroţenje dušika poteka med zemeljsko atmosfero, biosfero ter prstjo. Vrednosti δ
15
N 
zemlje so tesno povezane z geografskimi in klimatskimi dejavniki, kot tudi z načinom 
kmetovanja, predvsem uporabo različnih gnojil (Kornexl in sod., 1997). Vrednosti δ
15
N v 
rastlinah so zelo podobne vrednostim δ
15
N v zemlji, saj med absorpcijo dušika iz zemlje v 
rastline ni opaziti razlik v izotopski sestavi dušikovih spojin zaradi frakcionacije (Garten in 
sod., 1994). 
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Različni biokemijski procesi, kot so mineralizacija, nitrifikacija, asimilacija in 
denitirifikacija dušikovih spojin, so podvrţeni frakcionaciji in oblikujejo specifičen odtis 
δ
15
N v zemlji (Hübner, 1986). Na nekatere od teh procesov vplivajo geografski dejavniki, 
kot so izsušenost in slanost zemlje ter oddaljenost od morja, ki povišujejo vrednosti δ
15
N v 
zemlji, rastlinah in posledično tudi ţivalih (Heaton, 1987). Pardo in Nadelhoffer (2010) 
navajata, da so višje vrednosti δ
15
N rastlin opazili v toplejših ekosistemih. 
 
Glavni vpliv na izotopsko sestavo dušika v prsti in rastlinah pa ima uporaba gnojil (Camin 
in sod., 2004). Gnojila lahko razdelimo na organska gnojila ter mineralna ali umetna 
gnojila. Umetna gnojila sintetizirajo iz atmosferskega dušika, ta pa pokaţejo nizko 
vrednost δ
15
N, niţjo od 3 ‰ (Caio de Teves in sod., 2013). Uporaba mineralnih gnojil 
vpliva na nizke vrednosti δ
15
N v rastlinah (Nakano in Uehara, 2007) in ţivalih, ki se 
hranijo s temi rastlinami (DeNiro in Epstein, 1981). 
 





N v rastlinah (Nakano in Uehara, 2007; Kornexl in sod., 1997). 
Vrednosti δ
15
N v kravjem gnoju lahko preseţejo 10 ‰ (Nakano in Uehara, 2007; Caio de 
Teves in sod., 2013). Visoke izotopske vrednosti v organskih gnojilih ţivalskega izvora so 
posledica frakcionacije med biološkimi potmi v metabolizmu ţivali ter posledica 
biokemijskih procesov, ki potekajo med zbiranjem, kompostiranjem in shranjevanjem 
organskih gnojil (Szpak, 2014). 
 
Rastline iz druţine metuljnic (Fabaceae) imajo na koreninah simbiotske bakterije iz 
druţine Rhizobium, ki so sposobne fiksacije atmosferskega dušika. Metuljnice bakterijam 
zagotavljajo hranila v obliki sladkorjev, bakterije pa rastlinam posredujejo dušikove 
spojine v obliki beljakovin. Bakterije veţejo atmosferski dušik z nizko izotopsko sestavo, 
posledično je tudi vrednost δ
15
N v metuljnicah niţja. Med rastlinami brez razvite simbioze 
ter metuljnicami je moţno določiti razliko v δ
15
N za 3 - 4 ‰ (Hiep in sod., 2002). Uţivanje 
metuljnic, kot so soja, grah, fiţol, bob, detelja, lucerna idr. vpliva na niţje vrednosti δ
15
N v 
ţivalskih tkivih (DeNiro in Epstein, 1981). 
 
Kroţenje dušika po prehranjevalni verigi, zaradi biokemijskih procesov izgradnje in 
porabe dušikovih spojin, pušča specifični izotopski odtis med trofičnimi nivoji 
prehranjevalne vrste. Sekundarni porabniki - rastlinojede ţivali so v primerjavi s 
primarnimi proizvajalci - rastlinami, obogatene s 
15






N v mlečnih izdelkih odraţa način kmetovanja, uporabo gnojil in 
prisotnost metuljnic v krmi ţivali (Kornexl in sod., 1997), obenem pa tudi geografske in 
klimatske dejavnike, kot je na primer izsušenost tal, saj ti pogojujejo pridelavo krme na 
nekem območju (Pillonel in sod., 2003). Višje δ
15
N lahko določimo v tleh in rastlinah, ki 
so bile pridelane z uporabo organskih gnojil. Taka krma poslednično tudi viša vrednosti 
Vezjak U. Karakterizacija mleka in sira z uporabo stabilnih izotopov lahkih elementov.  




N v mleku in siru (Mariotti in sod., 1981), obratno pa krma s pašniško krmo vpliva na 
niţje vrednosti δ
15
N v mleku (Kornexl in sod., 1997). Kornexl in sod. (1997) navajajo, da 









odraţajo pašniško rejo, višje pa bolj intenzivno rejo, ki temelji na uporabi koruze. Visoke 
vrednosti so Pillonel in sod. (2003) določili v siru ementalec iz francoske pokrajine 
Bretanja in v vzorcih s Finske, kar avtorji povezujejo s kmetijsko prakso v teh delih 
Evrope. Višje vrednosti so Camin in sod. (2004) določili tudi v kravjem siru iz toplejših in 
bolj sušnih območij Sardinije in španskem siru Manchego iz pokrajine La Mancha. Niţje 
vrednosti δ
15
N so raziskovalci določili v vzorcih sirov iz višje leţečih območjih Francije 
(Savoie) in alpskih delov severne Italije (Camin in sod., 2004; Pillonel in sod., 2003). 
Niţje vrednosti lahko odraţajo ekstenzivno prirejo ţivali ter krmo z metuljnicami (Pillonel 
in sod., 2003). 
 
2.5.3 Variacije v izotopski sestavi kisika 
 
Voda v globalnem meteornem ciklu kroţi med oceani, padavinami, kopenskimi vodotoki 
in podzemno vodo. Kroţenje vode nastopi zaradi razlik v temperaturi, ki vpliva na procese 
evaporacije in kondenzacije vode. Izhlapevanje vode iz oceanov privede do razlik v 
izotopski sestavi morske vode ter vodne pare, saj se med izhlapevanjem pojavi ravnoteţni 
izotopski vpliv, ki vpliva na osiromašenje vodne pare s teţjimi izotopomerami vode. 
Premikanje zračnih mas iznad oceanov proti kopnemu prav tako niţa vsebnost 
18
O v 
padavinah, saj temperaturne razlike spodbudijo kondenzacijo in nastanek padavin, ko 
zračne mase doseţejo kontinentalne predele z večjo zemljepisno višino in dolţino. 
Porazdelitev 
18
O v zemeljski hidrosferi pokaţe podoben vzorec kot porazdelitev devterija 
(Kelly in sod., 2011). 
 
Vodikovi in kisikovi atomi v rastlinskih tkivih v večinskem deleţu vstopijo v rastline z 
molekulami vode, zato je izotopska sestava rastlin močno povezana z izotopsko sestavo 
razpoloţljive vode. Variacije v vrednosti δ
18
O v rastlinah izvirajo iz variacij izotopske 
sestave padavin ter procesov evaporacije vode iz zemlje ter rastlin samih (Gremaud in 
Hilkert, 2008; Marshall in sod., 2008). 
 
V toplejših mesecih je moč opaziti obogatitev vode v rastlinah s teţjim 
18
O, zaradi pojava 
frakcionacije med izhlapevanja vode preko listnih por (Rossmann in sod., 2000; Marshall 
in sod., 2008). Med izhlapevanjem in difuzijo vode iz listnih por sta opazna tako kinetični 




O imajo pomembno vlogo pri preverjanju porekla ţivilskih izdelkov, saj so 
direktno povezane z geografskimi danostmi območja na katerem je bilo ţivilo pridelano. 
Vrednosti δ
18
O so dober geografski indikator, ker izotopska sestava odraţa dejavnike, kot 
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so zemljepisna širina, temperatura, nadmorska višina in oddaljenost od oceana (Rossmann 
in sod., 2000). 
 
Pri interpretaciji vrednosti δ
18
O, določenih v molekuli vode v mlečnih izdelkih, je potrebno 
upoštevati razlike med vnosom vode preko krme in tekoče podzemne vode. Po navadi 
molzne ţivali uţivajo vodo in hrano v reţimu - suha krma z veliko količino tekoče vode ali 
sveţa krma z manjšo količino tekoče vode (Rossmann in sod., 2000). V poletnih mescih, 
ko ţivali uţivajo sveţo krmo z manjšo količino tekoče vode, vrednosti δ
18
O v mleku 
pokaţejo obogatitev, ki je posledica frakcionacije zaradi izhlapevanja vode (Rossmann in 
sod., 2000; Camin in sod., 2004; Gremaud in Hilkert, 2008). 
 
Prehranjevanje s suho krmo ter uţivanje večje količine vodovodne vode vpliva na niţje 
vrednosti δ
18
O v mlečnih izdelkih, saj vrednosti δ
18
O odraţajo niţjo izotopsko sestavo 
podzemne vode (Camin in sod., 2004). 
 
2.6 DOLOČANJE IZOTOPSKEGA RAZMERJA Z IRMS 
 
Izotopsko sestavo lahkih elementov določamo z masnim spektrometrom za analitiko 
stabilnih izotopov, v angleščini Isotope Ratio Mass Spectrometer ali IRMS. Metoda temelji 
na ločitvi ioniziranih delcev glede na razmerje med maso in nabojem (m/z). Masni 
spektrometer ima tri glavne komponente - vir ionizacije, masni analizator in sistem za 
zaznavanje ioniziranih delcev. Plini se po vstopu v masni spektrometer ionizirajo z 
električnim tokom. Snope nabitih delcev nato pospešimo v masni analizator z magnetnim 
poljem, kjer se delci odklonijo v odvisnosti od mase in naboja (m/z) (slika 2). Detekcija 
delcev poteka s Faradayevimi kletkami. Ob trku ionskega snopa s Faradayevimi kletkami 
se sprosti električni impulz, ki se ojača in pretvori v digitalni signal, ki ga računalnik 
interpretira kot rezultat meritve (Gremaud in Hilkert, 2008). 
 
V masni spektrometer lahko uvajamo vzorec le v obliki plina, kot so CO2, N2, H2 in SO2, 
zato je IRMS povezan z različnimi preparativnimi sistemi, ki trde in tekoče vzorce pretvori 
v pline. Poznamo dva načina merjenja z IRMS, in sicer sistem s kontinuirnim pretokom 
nosilnega plina in z dvojnim uvajalnim sistemom (Gremaud in Hilkert, 2008). 
 
Pri dvojnem uvajalnem sistemu se sočasno uvajata vzorec in standard, kar omogoča zelo 
natančne meritve izotopske sestave. Za predpripravo vzorca za določitev δ
18
O v vodi se 
preteţno uporablja tehnika, ki temelji na ravnoteţni metodi med CO2 in vodo (Gremaud in 
Hilkert, 2008). 
 
Aplikacija vzorca plina s kontinuirnim pretokom pa poteka z uvajanjem vzorca v 
spektrometer s pomočjo helija kot nosilnega plina. Organske vzorce pripravimo s pomočjo 
elementnega analizatorja, kjer vzorec seţgemo, v plinasti obliki pa uvedemo v masni 
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spektrometer. Prednost kontinuiranega uvajanja plinov v primerjavi z dvojnim uvajalnim 
sistemom je zmoţnost analiziranja večjega števila vzorcev (Gremaud in Hilkert, 2008). 
 
Slika 2: Prikaz principa delovanja masnega spektrometra ter njegovih glavnih komponent. Shema prikazuje 
različne odklone ioniziranih molekul vodika (Gremaud in Hilkert, 2008: 273). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 PRIKAZ EKSPERIMENTALNEGA DELA 
 
Slika 3 prikazuje shemo eksperimentalnega dela z masnim spektrometrom za analitiko 
stabilnih izotopov lahkih elementov (Isotope Ratio Mass Spectrometry – IRMS) in načina 
vrednotenja meritev s statističnimi metodami. Izotopsko sestavo kisika smo določili v 
kravjem, kozjem in ovčjem mleku. V vseh treh vrstah mleka smo izotopsko sestavo ogljika 
in dušika določili v izoliranem kazeinu. Poleg izotopske sestave ogljika v kazeinu smo v 
kravjem mleku določili še izotopsko sestavo ogljika v celokupnem mleku. 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz eksperimentalnega dela na vzorcih mleka in sira z IRMS (ang. Isotope Ratio Mass 
Spectrometry) in načina vrednotenja meritev s statističnimi metodami. 
 
V vzorcih sira smo določili dva parametra, in sicer izotopsko sestavo ogljika ter dušika v 
izoliranem kazeinu. Po meritvi izotopske sestave smo vzorce razdelili glede na geografsko 
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3.2.1.1 Kravje mleko 
 
V analizo smo skupno prejeli 130 vzorcev surovega kravjega mleka, ki so bili leta 2012 
odvzeti na 39-ih vzorčevalnih lokacijah, označenih na sliki 4, z vseh štirih slovenskih 
geografskih področij (mediteransko, panonsko, alpsko in dinarsko). Vzorce so nam marca, 
junija, septembra in decembra 2012 dostavile Ljubljanske mlekarne d.d., Pomurske 
mlekarne d.d., Mlekarna Vipava d.o.o. in Mlekarna Planika d.o.o. Ob koncu leta 2012 se je 
projektu pridruţila še mlekarna Celeia d.o.o. 
 
3.2.1.2 Ovčje in kozje mleko ter sir 
 
Ovčje in kozje mleko je bilo odvzeto s strani Kmetijsko gozdarskega zavoda Nova Gorica. 
Vzorci so bili odvzeti v mesecu maju, juniju in juliju leta 2012. Skupno smo preiskali 36 
vzorcev ovčjega mleka ter 12 vzorcev kozjega mleka. V analizo smo prejeli tudi 15 
vzorcev ovčjega in 12 vzorcev kozjega sira, izdelanih iz mleka, prirejenega v mesecu maju. 
Vzorci ovčjega in kozjega sira so zoreli 3 mesece. 
 
 
Slika 4: Lokacije vzorčenja kravjega mleka v štirih geografskih območjih Slovenije (Podlaga povzeta po 
Perko D., 1998: 28). 
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3.2.1.3 Sir Tolminc 
 
V raziskavo smo vključili 7 vzorcev sira Tolminc, ki je narejen iz kravjega mleka. Tolminc 
je od leta 2012 pri Evropski komisiji zaščiten z zaščiteno označbo porekla, kar pomeni, da 
je mleko za izdelavo Tolminca lahko prirejeno le na predpisanem območju Zgornjega 
Posočja (Perko in Koren, 2011). Vzorci Tolminca so pred vzorčenjem zoreli 2 meseca. 
 
3.2.2 Laboratorijski pribor in aparature 
 
Za predpripravo vzorcev za meritev izotopske sestave smo uporabili naslednji pribor: 
- steklene čaše različnih velikosti, 
- pincete in spatule, 
- avtomatske pipete, 
- noţe, 
- centrifugirke (50 ml), 
- pH lističe (Merck, Nemčija), 
- filter papir, premer 55 mm (Whatman, Sigma Aldrich, Zdruţene drţave Amerike),  
- kositrne kapsule, Φ= 4 mm (PDZ Europa, Velika Britanija), 
- steklene viale, 
- plastični nosilec za kapsule, 
- plastične posodice. 
 
Za predpripravo vzorcev smo potrebovali dve aparaturi: 
- centifugo Centric 322A (Domel, Slovenija), 
- liofilizator Alpha 1-4 LDC (Christ, Nemčija). 
 
Za meritev izotopske sestave smo uporabili dva merilna inštrumenta: 
- masni spektrometer Europa scientific 20-20 (Sercon,Velika Britanija) s preparativnim 
nastavkom ANCA-SL (Sercon, Velika Britanija) za trde in tekoče snovi, 
- masni spektrometer Isoprime (GV Instruments, Velika Britanija) s preparativnim 
nastavkom Multiflow (Isoprime, Velika Britanija) za tekoče vzorce. 
 
3.2.3 Standardi in reagenti 
 
Standardi: 
- referenčni standardi za določitev vrednosti δ
13
C (IAEA-NBS (oil): δ
13
C = -29,7 ± 0,2 ‰, 
IAEA-CH-7: δ
13
C = -31,8 ± 0.2 ‰ in IAEA-CH-6: δ
13
C = -10,4 ± 0.2 ‰ (IAEA, 
Avstrija)), 
- referenčni standardi za določitev vrednosti δ
15
N (IAEA-N-1: δ15N = 0,4 ± 0,2 ‰ ter 
IAEA-N-2: δ
15
N = 20,3 ± 0,2 ‰ (IAEA, Avstrija)), 
- laboratorijski standardi za določitev vrednosti δ
18
O (morska voda: δ
18
O = -0,4 ‰ ± 0,1 ‰ 
in vodovodna voda: δ
18
O = -9,5 ± 0,1 ‰), ki so interno umerjeni na mednarodne (V-
SMOW: δ
18
O = 0,0 ‰ ± 0,1‰, GISP: δ
18
O = -24,8 ‰ ± 0,1‰ in SLAP: δ
18
O = -55,5 ‰ ± 
0,1‰ (IAEA, Avstrija)). 
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Reagenti: 
- HCl (Carlo Erba, Italija), 
- petroleter (Carlo Erba, Italija), 
- eter (Sigma Aldrich, Zdruţene drţave Amerike), 
- aceton (Carlo Erba, Italija), 
- voda MQ (Milipore Qpak 1, Merck, Zdruţene drţave Amerike). 
3.3 METODE 
 
3.3.1 Predpriprava vzorcev 
 
V analizo smo prejeli sveţe vzorce surovega mleka in sira, ki smo jih do izvedbe analize 
hranili pri -20 °C.  
 
Izjema je bila predpriprava vzorcev mleka za meritev izotopske sestave kisika, kjer smo 
postopali po naslednjem postopku: 
 
vzorce mleka smo dobro premešali, po 200 μl vzorcev odpipetirali v steklene viale ter jih 
do meritve shranili v hladilniku. Vzorci, ki smo jih pridobili po tem postopku predpriprave 




Za določitev izotopske sestave ogljika in dušika v mleku in siru smo vzorce najprej 
odtalili, potem pa jih pripravili po naslednjem postopku: 
 
- Postopek izolacije kazeina iz mleka  
V 50 ml centrifugirko smo nalili 30 ml nehomogeniziranega surovega mleka in ga 
centrifugirali 10 min pri 3200 rpm. Po centrifugiranju sta se ločili brezmastna in maščobna 
faza, ki smo jo odstranili s filter papirjem. Brezmastni fazi mleka, ki je ostala v 
centrifugirki, smo dodali 1 M HCl do pH 4,3 pri katerem se kazein obori v obliki 
kosmičev. Vzorce smo ponovno 10 min centrifugirali pri 3200 rpm ter jih po končanem 
centrifugiranjem sprali z vodo MQ. Supernatant smo odlili, kazeinskemu ostanku pa dodali 
raztopino petrol-etra in etra, v volumskem razmerju 2:1 in ponovno centrifugirali pri 
enakih pogojih ter postopek še enkrat ponovili z acetonom. Tako smo z izoliranega kazeina 
očistili še morebitno prisotne zaostanke maščob, ki bi lahko motili nadaljnjo analizo. 
Aceton smo odlili, kazeinski ostanek pa liofilizirali. Liofilizirane vzorce smo natehtali v 
kositrne kapsule in jih ustrezno shranili do samega merjenja. Rezultati, ki smo jih dobili po 





Nk (Bontempo in sod., 2012). 
 
- Postopek izolacije kazeina iz sira 
Vzorce sirov smo pred analizo naribali ter 4 g naribanega sira dodali mešanico petrol-etra 
in etra v razmerju 2:1. Vzorce smo dobro premešali in jih 10 min centrifugirali  pri  3700 
rpm. Po centrifugiranju smo supernatant odlili ter postopek še dvakrat ponovili. Izoliran 
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kazein smo liofilizirali ter ga natehtali v kositrne kapsule. Rezultati, ki smo jih dobili po tej 





(Bontempo in sod., 2012). 
 
- Liofilizacija kravjega mleka 
Vzorce kravjega mleka smo dobro premešali ter odpipetirali 10 ml v plastično posodico. 
Tako pripravljene vzorce smo liofilizirali. Po liofilizaciji smo vzorce natehtali v kositrne 
kapsule in jih ustrezno shranili do merjenja. Rezultati, ki smo jih dobili po takšni 
predpripravi in analizi vzorcev z IRMS, so poimenovani kot rezultati v celokupnem mleku 








C v mleku ter kazeinu iz mleka in sira z IRMS 
 





C) v liofiliziranem mleku ter v kazeinu, izoliranem iz mleka in sira. Izotopska 
sestava je podana z vrednostjo δ
13
C v ‰, definirana z enačbo (1). 
 
Liofilizirane vzorce kravjega mleka (mml = 1 mg) ter kazeina, izoliranega iz mleka in sira, 
smo natehtali v kositrne kapsule in jih analizirali z masnim spektrometrom Europa 
scientific 20-20 s preparativnim nastavkom ANCA-SL za trde in tekoče snovi. Poleg 
vzorcev smo istočasno izmerili tudi referenčne standarde, s pomočjo katerih smo spremljali 
pravilnost in natančnost meritev. Za ogljik smo uporabili naslednje referenčne standarde: 
IAEA-NBS (oil), IAEA-CH-7, IAEA-CH-6. Napaka meritev za δ
13
C znaša 0,2 ‰. 
 




N v kazeinu iz mleka in sira z IRMS 
 





N) v liofiliziranem kazeinu, izoliranem iz mleka in sira. Izotopska sestava je 
podana z vrednostjo δ
15
N v ‰, definirana z enačbo (1). 
 
Liofilizirane vzorce kazeina iz mleka in sira smo natehtali (mk = 4 mg) v kositrne kapsule 
in jih analizirali z masnim spektrometrom Europa scientific 20-20 s preparativnim 
nastavkom ANCA-SL za trde in tekoče snovi. Za spremljanje pravilnosti in natančnosti 
meritev smo za dušik uporabili referenčne standarde IAEA-N-1 in IAEA-N-2. Napaka 
meritev za δ
15
N znaša 0,3 ‰. 
 




O v mleku z IRMS 
 
Metoda za določanje vrednosti δ
18
O v mleku temelji na izmenjavi izotopov kisika med 
vodo v mleku in CO2 (Epstein in Mayeda, 1953). Izotopska sestava je podana z vrednostjo 
δ
18
O v ‰, definirana z enačbo (1). 
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V steklene viale smo odpipetirali 200 μl vzorca mleka in izmerili izotopsko sestavo kisika 
na masnem spektrometru Isoprime s preparativnim nastavkom Multiflow za tekoče vzorce. 
Uravnoteţenje med vodo v mleku in CO2 poteka 6 ur pri konstantni temperaturi 40 °C. Pri 
meritvah smo uporabili laboratorijske standarde, ki so interno umerjeni na mednarodne: V-
SMOW, GISP in SLAP, za interni laboratorijski standard uporabljamo morsko in 
vodovodno vodo. Napaka meritve znaša 0,1‰. 
 
3.3.5 Statistične metode 
 
Po določitvi izotopskih razmerij smo meritve zbrali in uredili v programu Excel 2010 
(Microsoft, ZDA), statistične parametre pa določili v programu SPSS Statistics 20 (IBM, 
ZDA). 
 
Statistična obdelava je zavzemala opisno statistiko, primerjavo skupin vzorcev ter 
diskriminantno analizo. 
 
3.3.5.1 Opisna statistika 
 
Opisna statistika povzema glavne značilnosti porazdelitve merjenih spremenljivk v 
preiskovanih vzorcih. 
 
Vsaki skupini vzorcev smo določili srednji vrednosti – aritmetično sredino in mediano, 
standardni odmik ter ekstremne vrednosti. Porazdelitve merjenih prametrov smo prikazali 
z okvirjem z ročaji (angl. Box plot), kjer centralna črta označuje mediano, meje okvirja pa 
prvi in tretji kvartil, ročaji pa minimalno ter maksimalno vrednost. Oznake izven ročaja 
označujejo ubeţnike in ekstremne ubeţnike. 
 
3.3.5.2 Analiza primerjav več neodvisnih vzorcev 
 
Za preverjanje domneve o enakosti porazdelitve neodvisnih vzorcev smo uporabili 
Kruskal-Wallisov test. Ker test ne temelji na predpostavki o normalni porazdelitvi, ga 
prištevamo k neparametričnim statističnim metodam (Ross, 2010). 
S Kruskal-Wallisovim testom testiramo ničelno hipotezo, ki predpostavlja, da med 
preiskovanimi populacijami ni razlik v njihovi porazdelitvi. Preiskovane vrednosti 
razvrstimo v range ter izračunamo vrednost H statistike, s katero potrdimo ali zavrnemo 
ničelno hipotezo (Ross, 2010). 
 
Statistično značilnost rezultatov testa preverimo proti porazdelitvi χ2 pri k-1 stopinjah 
značilnosti, kjer k predstavlja število preiskovanih skupin ali populacij. Skupine se 
statistično značilno razlikujejo, če je vrednost p ≤ 0,05 (Ross, 2010). 
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3.3.5.3 Diskriminantna analiza in navkriţno razvrščanje 
 
Diskriminantna analiza je multivariacijska metoda namenjena analiziranju podatkov 
sestavljenih z veliko meritev na večjem številu preiskovanih objektov (Kastelec in 
Košmelj, 2008). 
 
Kastelec in Košmelj (2008) navajata, da je diskriminacija iskanje linearnih kombinacij 
osnovnih spremenljivk, ki najbolje opišejo razlike med skupinami. Linearne kombinacije 
imenujemo diskriminantne spremenljivke ali diskriminantne funkcije. Prva diskriminatna 
funkcija določa po katerih osnovnih kriterijih se skupine vzorcev, ki jih med seboj 
primerjajo, najbolj razlikujejo.  
 
Na podlagi diskriminantne analize lahko uvrstimo enote, za katere ne vemo, v katero 
populacijo sodijo, imamo pa podateke o osnovnih spremenljivkah, ki smo jih vključili v 
diskriminantno analizo. Ta postopek se imenuje navzkriţno preverjanje, katera nam poda 
deleţ pravilno oz. napačno uvrščenih vzorcev v pripadajočo skupino (Kastelec in Košmelj, 
2008). 
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4  REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
V tem poglavju so predstavljeni rezultati in komentarji izotopske analize ogljika, dušika in 
kisika v kravjem, ovčjem in kozjem mleku ter sirih, določenih z metodo IRMS. Prvo 
poglavje obravnava izotopsko sestavo kravjega mleka in moţnost uporabe stabilnih 
izotopov za preverjanje geografskega porekla. 
 
V prilogi A smo predstavili porazdelitve izotopskih vrednosti, ki smo jih določili v 
preiskovanih vzorcih mleka in sirov. Večja odstopanja od povprečne vrednosti smo 
zabeleţili v primeru kravjega mleka pri meritvah δ
18
O, vendar ekstremnih ubeţnikov 
(označeni z zvezdico) nismo izključili, saj so podobno visoke vrednosti opisali tudi drugi 
raziskovalci. 
 
Meritve izotopske sestave v vzorcih mleka in sira so potekale vzporedno, v dveh 
paralelkah, rezultat izotopske sestave vzorca pa je bil podan kot povprečna vrednost obeh 
meritev. Če sta meritvi istega vzorca odstopali za več kot je podana napaka meritve z 
IRMS, navedena v poglavju 3.3.2, 3.3.3 ter 3.3.4., smo vzorec izključili iz statistične 
analize z metodo diskriminante analize. Tako smo pri tej statistični analizi analizirali 115 
vzorcev kravjega mleka, 35 vzorcev ovčjega mleka, 12 vzorcev kozjega mleka, 13 vzorcev 
ovčjega sira, 8 vzorcev kozjega sira in 6 vzorcev sira Tolminc.  
 
Drugo in tretje poglavje obravnavata poreklo mlečnih izdelkov glede na uporabljeno vrsto 
mleka. V drugem poglavju smo preverjali sestavo kravjega, kozjega in ovčjega mleka, 
tretje poglavje pa obravnava izotopsko sestavo sira Tolminc, izdelanega iz kravjega mleka, 
ter sirov, izdelanih iz kozjega in ovčjega mleka. 
 
Izotopska razmerja znotraj posameznih vrst mleka in sira niso pokazala normalne 
porazdelitve (priloga B), zaradi tega smo jih med seboj primerjali s Kruskal-Wallisovim 
testom. 
 
4.1 IZOTOPSKA SESTAVA KRAVJEGA MLEKA 
 
Izotopsko sestavo ogljika, dušika in kisika smo določili v 130 vzorcih kravjega mleka. 45-
im vzorcem smo poleg sestave ogljika v izoliranem kazeinu, določili tudi sestavo ogljika v 
celokupnem mleku. Preglednica 3 prikazuje aritmetične sredine in standardni odklon 
posameznih izotopskih parametrov, določenih v kravjem mleku. 
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Cml, ki smo jih določili v kravjem 
mleku. 









Aritmetična sredina -5,5 5,3 -22,1 -23,3 
Standardni odklon 1,7 1,1 2,6 2,6 
Minimum -8,0 2,5 -28,2 -28,5 
Maksimum 0,3 9,5 -19,1 -19,0 
Število vzorcev 138 118 130 45 
   
4.1.1 Izotopska sestava ogljika v kravjem mleku 
 
Aritmetična sredina vrednosti δ
13
Ck v kravjem mleku je -22,1 ‰ (s = 2,6 ‰) (pregl. 3). 
Izotopske vrednosti ogljika lahko podajo informacijo o zastopanosti C3 in C4 rastlin v 
ţivalski prehrani (Kornexl in sod., 1997; Knobbe in sod., 2006; Camin in sod., 2004, 2008; 
Bontempo in sod., 2012). Camin in sod. (2008) navajajo, da vrednosti δ
13
Ck, ki so niţje od  
-23,5 ‰, nakazujejo odsotnost koruze v krmi krav. V mleku krav smo določili višjo 
aritmetično sredino od vrednosti -23,5 ‰, (pregl. 3), iz česar sklepamo, da je bila krma 
preiskovanih krav sestavljena iz travniških C3 rastlin in koruze, ki je predstavnik C4 rastlin. 
 




Cml razlikuje za 1,2 ‰, z niţjo 
povprečno vrednostjo v celokupnem mleku (pregl. 3). Do razlik med izotopsko sestavo 
ogljika med vzorci celokupnega mleka in kazeina bi lahko prišlo zaradi prisotnosti maščob 
v vzorcih celokupnega mleka, saj ima maščobna frakcija mleka niţje vrednosti δ
13
C kot 
kazein (Wilson in sod., 1988). Menimo, da bi bila razlika med parametroma manj opazna, 
če bi meritev δ
13
C izvedli v vzorcih homogeniziranega in toplotno obdelanega mleka, 
bodisi s postopki pasterizacije ali sterilizacije, saj omenjeni tehnološki procesi vplivajo na 
izotopsko sestavo kravjega mleka (Scampicchio in sod., 2012). Slednji tudi navajajo, da 
meritve δ
13
C v različnih frakcijah (kazein, sirotkine beljakovine in mlečna maščoba) s 
statistično obdelavo omogočajo ločbo surovega od toplotno obdelanega mleka, obenem pa 
frakcije mleka ne izgubijo moţnosti napovedi geografskega porekla. 
 
Slika 5 prikazuje sezonska nihanja vseh treh izotopskih parametrov. Najniţjo aritmetično 
sredino δ
13
Ck smo določili v mesecu juniju (-23,2 ‰, s = 2,5 ‰) (priloga C). S Kruskal-
Wallisovim testom smo ugotovili, da v porazdelitvi vrednosti δ
13
Ck med meseci ne obstaja 
statistično značilna razlika (p ≤ 0,05) (prilogi D in E). Razlike v povprečnih vrednostih bi 
lahko vseeno odraţale manjšo dostopnost sveţe krme med zimskimi meseci, katero 
nadomesti koruzna silaţa, kar vpliva na višje vrednosti δ
13
Ck v zimskih mesecih (Kornexl 
in sod., 1997). 
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Slika 5: Porazdelitve izotopske sestave ogljika (a) in dušika (b) v kazeinu ter kisika (c) v kravjem mleku, 
prakazane glede na mesec vzorčenja. 
 




Nk je v največji meri povezana z uporabo gnojil pri pridelavi 
krme, prisotnostjo rastlin iz druţine metuljnic v krmi krav in geografsko klimatskimi 
dejavniki kot so oddaljenost od morja, izsušenost in slanost tal (Manca in sod., 2006; 
Camin in sod., 2004; Kornexl in sod., 1997). Slednji navajajo, da so vzorci kravjega mleka 
pokazali visoko povprečno vrednost δ
15
Nk (okoli 8,0 ‰), če so bila za gnojenje 
uporabljena organska gnojila. Bontempo in sod. (2012) pa dodajajo, da odsotnost 
organskih gnojil, predvsem hlevskega gnoja, vpliva na niţje vrednosti δ
15
Nk. Vzorci mleka 
pokaţejo niţje δ
15
Nk tudi zaradi prisotnost rastlin metuljnic, kot sta detelja in soja v 
prehrani ţivali (DeNiro in Epstein, 1981; Kornexl in sod., 1997; Camin in sod., 2004; 




Nk smo določili na intervalu med 2,5 ‰ in 9,5 ‰, z vrednostjo aritmetične sredine 5,3 
‰ (s = 1,1 ‰) (pregl. 3). Glede na razpršenost δ
15
Nk lahko sklepamo, da so se krave, 
katerih mleko je bilo v raziskavi analizirano, prehranjevale raznoliko. Nizke vrednosti bi 
lahko odraţale pridelavo krme brez organskimi gnojili in prisotnost metuljnic v njej. Višje 
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Nk pa so verjetno posledica uporabe organskih gnojil v procesu pridelave 
krme. 
 




O, ki smo jo določili v molekuli vode iz mleka, v največji meri izoblikujeta 
izotopska sestava pitne vode, na katero vplivajo geografsko-klimatske razmere, v katerih je 
bilo ţivilo pridobljeno (temperatura, vlaţnost, padavine, oddaljenost od morja ter 
geografska širina in nadmorska višina) ter voda, ki jo krave zauţijejo preko krme (Chesson 
in sod., 2010). V kravjem mleku smo vrednosti δ
18
O določili na intervalu med -8,0 in 0,3  
‰ (pregl. 4). Vrednosti so primerljive s podatki iz literature (Kornexl in sod., 1997; 
Crittenden in sod. 2007). 
 
S slike 5 lahko vidimo, da parameter δ
18
O v juniju pokaţe izrazito višje vrednosti kot ostali 
meseci. Med porazdelitvijo δ
18
Ojunij in preostalimi meseci s Kruskal-Wallisovim testom 
opazimo značilno razliko (p ≤ 0,05) (prilogi D in E). Višje vrednosti δ
18
O v mesecu juliju 
bi lahko bile posledica procesa izparevanja vode iz travniških rastlin ter posledično 
koncentriranja 
18
O v sveţi krmi, kar vpliva na višje vrednosti δ
18
O v kravjem mleku 
(Kornexl in sod., 1997). 
 
4.1.4 Razlike v izotopski sestavi kravjega mleka iz štirih slovenskih makroregij 
 
Kravje mleko za testiranje vprašanja o geografskem poreklu smo razvrstili v štiri skupine, 
glede na pripadnost eni od slovenskih makroregij. Preglednica 4 prikazuje opisne statistike, 
ki smo jih določili v kravjem mleku. 
 
Najbolj negativno aritmetično sredino pri parametru δ
13
Ck smo določili v alpski regiji -23,4 
‰ (s = 2,1 ‰). Najniţjo vrednost -28,2 ‰ smo določili v vzorcu iz Seţane, ki je bil odvzet 
junija 2012. Najvišje vrednosti δ
13
Ck in najoţji interval (od -24,9 ‰ do -17,8 ‰) smo 
zasledili v panonski regiji, kar je lepo razvidno s slike 6, kjer aritmetična sredina znaša -
20,3 ‰ (s = 1,4 ‰). Povprečna vrednost δ
13
Ck v dinarski regiji znaša -22,6 ‰ (s = 2,3 ‰), 
ta regija pa je pokazala tudi širok interval vrednosti in sicer od -27,8 ‰ do -19,2 ‰ (slika 
6). Mediane δ
13
Ck iz štirih geografskih makroregij lahko razdelimo v naslednjem vrstnem 
redu: alpska < mediteranska < dinarska < panonska regija (pregl. 4). 
 
Najniţjo povprečno vrednost δ
15
Nk smo določili v mediteranski regiji (4,0 ‰, s = 1,0 ‰), 
medtem ko smo pri vzorcu iz Brkinov, ki je bil vzorčen junija 2012, izmerili najniţjo 
vrednost 2,5 ‰. Najvišjo aritmetično sredino najdemo v panonski regiji (5,9 ‰, s = 0,5 
‰), ker smo določili tudi najoţji interval vrednosti (od 5,0 ‰ do 6,9 ‰) (sliki 6 in 7). 
Najvišjo meritev δ
15
Nk (5,9 ‰) smo določili vzorcu iz Kamnika, vzorčenem marca 2012. 
V alpski makroregiji smo določili najširši interval v območju med 3,2 ‰ in 9,5 ‰. Glede 
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na vrednosti median δ
15
Nk lahko geografske skupine razvrstimo takole: mediteranska < 
dinarska < alpska < panonska regija (pregl. 4). 
 






Ck, določenih v kravjem mleku iz štirih 
slovenskih makrogeografskih regij. 








Aritmetična sredina -5,1 -23,0 4,0 
Mediana -5,5 -22,7 3,7 
Standardni odklon 1,3 3,9 1,0 
Minimum -6,6 -28,2 2,5 
Maksimum -3,1 -19,1 5,6 
Panonska regija 
Aritmetična sredina -6,0 -20,3 5,9 
Mediana -6,4 -19,8 5,9 
Standardni odklon 1,2 1,4 0,5 
Minimum -7,0 -24,9 5,0 
Maksimum -2,4 -17,8 6,9 
Alpska regija 
Aritmetična sredina -5,4 -23,4 5,5 
Mediana -6,3 -23,4 5,5 
Standardni odklon 1,9 2,1 1,2 
Minimum -7,6 -27,4 3,2 
Maksimum 0,0 -19,3 9,5 
Dinarska regija 
Aritmetična sredina -5,6 -22,6 5,0 
Mediana -6,0 -21,9 5,1 
Standardni odklon 1,7 2,3 0,9 
Minimum -8,0 -27,8 3,1 
Maksimum 0,3 -19,2 6,6 
 
 
Najvišjo aritmetično sredino parametra δ
18
O -5,1 ‰ (s = 1,3 ‰) smo določili v 
mediteranski regiji, najniţjo -6,0 ‰ (s = 1,2 ‰) pa v panonski regiji. Povprečna vrednost v 
dinarski regiji znaša -5,6 ‰ (s = 1,7 ‰), kjer smo vzorcu s Kamenja zabeleţili najniţjo (-
8,0 ‰) in vzorcu z Zadloga najvišjo vrednost (0,3 ‰) (pregl. 4). Po vrednostih median 
δ
18
O lahko regije razvrstimo v naslednjem redu: panonska regija < alpska < dinarska < 
mediteranska (slika 6). 
 





štirih makroregijah obstajajo statistično značilne razlike (p ≤ 0,05). Nasprotno pa 
parameter δ
18
O statističnih razlik glede na geografsko področje ne pokaţe (prilogi F in G). 
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Slika 6: Porazdelitev izotopske sestave ogljika (a) in dušika (b) v kazeinu ter kisika (c) v kravjem mleku iz 
štirih geografskih regij. (r = regija). 
 
 




Ck v kravjem mleku iz štirih geografskih regij z označenimi mejami -23,5 ‰ v 
primeru δ
13
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Nk so značilne za 
območja z intenzivnim kmetovanjem, saj odraţajo visok deleţ koruzne silaţe in uporabo 
organskih gnojil (Kornexl in sod., 1997; Camin in sod., 2004). V ostalih regijah smo 




Nk, ki je lahko posledica raznolikih geografskih in 
klimatskih razmer znotraj posamezne makroregije. Tako smo v alpski makroregiji vzorcem 










Nk. Kornexl in sod. (1997) ter Bontempo in sod. (2012) navajajo, da 




Nk pogoste na pašniških območjih, kjer prehrana krav temelji 










Nk, ki odgovarjajo ekstenzivni pašniški prireji mleka. Iz 





informacije o geografskem poreklu in načinu prireje kravjega mleka (ekstenzivna pašniška 
prireja ali intenzivna prireja, ki temelji na višjem vnosom koruze). Iz slike 7 je razvidno, da 
v slovenskem prostoru izstopa intenzivna prireja kravjega mleka, saj > 80 % krme vsebuje 
koruzo. Podatki Kmetijskega inštituta Slovenije navajajo, da je intenzivnost kmetijstva v 
Sloveniji zmerna (Cunder in Bedrač, 2016). 
 
Nasprotno pa parameter δ
18
O statistično značilnih razlik med makrogeografskimi 
skupinami ne pokaţe (prilogi F in G), medtem ko pokaţe sezonska nihanja med vzorci 
mleka, odvzetimi junija ter vzorci mleka, odvzetimi v ostalih mesecih (slika 5).  
 
Da bi ocenili, ali lahko na podlagi stabilnih izotopov kravje mleko razvrstimo glede na 







O, ki smo jih določili v vzorcih mleka krav. 
 
Na sliki 8 sta prikazani prvi dve osi in enote diskriminantne analize med mlekom iz štirih 
makroregij. Zaradi velike razpršenosti enot lahko sklepamo, da diskriminantna analiza 
slabo loči vzorce kravjega mleka glede na geografski izvor. Prva os pojasni 68,1 % 
raznolikosti med geografskimi skupinami v kravjem mleku, druga pa 31,6 % (priloga H). 
Najvišjo standardizirano uteţ prve diskriminante osi ima dušik (0,719), sledi mu ogljik 
(0,588) in kisik (0,126) (priloga I). Iz tega lahko sklepamo, da se kravje mleko iz štirih 
geografskih skupin najbolj razlikuje glede na vrednosti δ
15





O je najmanj pomembna za razlikovanje med geografskimi 
skupinami, kar je skladno z rezultati Kruskal-Wallisovega testa (prilogi F in G). 
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Slika 8: Razsevni grafikon prvih dveh diskriminantnih osi pri analizi razlik v kravjem mleku iz štirih 
geografskih regij. 
 
Za primernost ocene modela diskriminante analize smo uporabili metodo navzkriţnega 
preverjanja, katere rezultati so prikazani v preglednici 5. Pri navzkriţnem preverjanju je 
bilo pravilno uvrščenih 47,8 % vzorcev kravjega mleka. Najboljši rezultat navkriţnega 
preverjanja smo dosegli v panonski regiji, kjer je bilo pravilno uvrščenih 81,6 % vzorcev, 
najslabše pa so se uvrstili vzorci iz dinarske regije, kjer je bilo pravilno uvrščenih le 24,2 
% vzorcev (pregl. 5). 
 






O ne moremo ločiti kravjega 
mleka iz slovenskih makroregij. Predvidevamo, da bi bila ločba boljša, če bi primerjali 
manjše geografske enote z večjim številom vzorcev, v analizo pa vključili tudi razmerje 
stabilnih izotopov ţvepla ali stroncija (Rossmann in sod., 2000; Pillonel in sod., 2003) in 
elementno sestavo mleka (Crittenden in sod., 2007; Kelly in sod., 2005). 
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Preglednica 5: Rezultati navkriţnega preverjanja vzorcev kravjega mleka na podlagi diskriminantne analize 
med štirimi geografskimi skupinami.  
Rezultati 
klasifikacije 
 Makroregija Napovedna pripadnost skupini Skupaj 







Mediteranska  5 2 1 3 11 
Panonska  0 32 3 3 38 
Alpska 0 9 14 10 33 
Dinarska 3 12 9 9 33 
% 
Mediteranska  45,5 18,2 9,1 27,3 100,0 
Panonska  0,0 84,2 7,9 7,9 100,0 
Alpska 0,0 27,3 42,4 30,3 100,0 






Mediteranska  3 2 1 5 11 
Panonska  0 31 4 3 38 
Alpska 1 10 13 9 33 
Dinarska 4 12 9 8 33 
% 
Mediteranska  27,3 18,2 9,1 45,5 100,0 
Panonska  0,0 81,6 10,5 7,9 100,0 
Alpska 3,0 30,3 39,4 27,3 100,0 
Dinarska 12,1 36,4 27,3 24,2 100,0 
  a. 52,2 % originalnih vzorcev je bilo pravilno razvrščenih. 
  b. Na podlagi diskriminantne analize so bili navzkriţno preverjeni vsi vzorci. 
  c. 47,8 % vzorcev je bilo pri navkriţnem preverjanju uvrščenih pravilno. 
 
4.2 IZOTOPSKA SESTAVA KOZJEGA IN OVČJEGA MLEKA 
 






O) smo izmerili v 12 vzorcih 
kozjega mleka in 36 vzorcih ovčjega mleka ter jih primerjali z izotopsko sestavo kravjega 
mleka, ki je bila natančneje predstavljena v poglavju 4.1. 
 
4.2.1 Izotopska sestava ogljika v kozjem in ovčjem mleku 
 
V preglednici 6 so predstavljeni rezultati opisnih statistik, ki smo jih določili v kozjem, 
ovčjem in kravjem mleku. Kozje (-26,3 ‰, s = 1,6 ‰) in ovčje (-26,0 ‰, s = 2,0 ‰) 
mleko pokaţeta nizki aritmetični sredini δ
13
Ck, s česar sklepamo, da je bila krma 
preiskovanih ţivali sestavljena preteţno iz C3 rastlin (Camin in sod., 2008; Kornexl in sod., 
1997; Bontempo in sod., 2012; Crittenden in sod., 2007). 
 
4.2.2 Izotopska sestava dušika v kozjem in ovčjem mleku 
 
V ovčjem mleku smo določili najniţjo povprečno vrednosti δ
15
Nk (4,0 ‰, s = 1,0 ‰). Prav 
tako smo tudi v kozjem mleku določili nizko povprečno vrednosti δ
15
Nk (4,1 ‰), vendar so 
vrednosti δ
15
Nk pokazale večjo razpršenost (s = 3,1 ‰), z minimalno določeno vrednostjo   
-1,8 ‰ in maksimalno 7,5 ‰ (pregl. 6). Na podlagi predstavljenih vrednosti bi lahko 
sklepali, da v povprečju ţivalska krma ovc in koz ni bila gnojena z organskimi gnojili 
(Bontempo in sod., 2012), nekateri vzorci kozjega mleka pa bi lahko nakazovali tudi 
uporabo hlevskega gnoja v procesu pridelave krme. 
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Ck, določenih v vzorcih kravjega, kozjega in 
ovčjega mleka. 








Aritmetična sredina -5,6 -22,1 5,3 
Mediana -6,1 -21,6 5,4 
Standardni odklon 1,6 2,6 1,1 
Minimum -8,0 -28,2 2,5 
Maksimum 0,0 -19,1 9,5 
Ovčje mleko 
Aritmetična sredina -2,2 -26,0 4,0 
Mediana -2,1 -26,6 4,1 
Standardni odklon 1,6 2,0 1,0 
Minimum -5,6 -29,3 1,9 
Maksimum 1,2 -19,9 6,5 
Kozje mleko 
Aritmetična sredina -1,3 -26,3 4,1 
Mediana -1,1 -25,9 4,8 
Standardni odklon 2,0 1,6 3,1 
Minimum -5,3 -29,2 -1,8 
Maksimum 1,2 -24,6 7,5 
 
4.2.3 Izotopska sestava kisika v kozjem in ovčjem mleku 
 
Vzorci kozjega (-1,3 ‰, s = 2,0 ‰) in ovčjega (-2,2 ‰, s = 1,6 ‰) mleka pokaţejo višjo  
povprečno vrednosti δ
18
O (pregl. 6) kot mleko krav. Kozje in ovčje mleko odraţata 
obogatenje s teţjim izotopom 
18
O, kar je verjetno posledica izparevanja vode iz sveţih 
travniških rastlin (Bontempo in sod., 2012; Chesson in sod., 2010), saj so bili vzorci mleka 
drobnice odvzeti v mesecu maju, juniju in juliju, ko so ovce in koze na paši. 
 
4.2.4 Razlike v izotopski sestavi kravjega, kozjega in ovčjega mleka 
 






O v kravjem, kozjem in ovčjem 
mleku. Vrednosti δ
13
Ck v kravjem mleku najdemo na najširšem intervalu (med -28,2 ‰ in 
-19,1 ‰). Najbolj negativno vrednost δ
13
Ck smo določili v ovčjem mleku (-29,3 ‰), ki 
pripada vzorcu iz Bovca, interval vrednosti ovčjega mleka pa sega do -19,9 ‰. Vrednosti 
δ
13
Ck v kozjem mleku najdemo na najoţjem intervalu (od -29,2 ‰ do -24,6 ‰). Glede na 
vrednosti median δ
13
Ck bi lahko mleko razvrstili: ovčje < kozje < kravje mleko (pregl. 6). 
 
Najširši interval vrednosti δ
15
Nk smo zabeleţili v kozjem mleku (od -1,8 ‰ do 7,5 ‰). 
Vrednosti v kravjem (od 2,5 ‰ do 9,5 ‰) in ovčjem mleku (od 1,9 ‰ do 6,5 ‰) 
zavzemajo oţji interval, kot kozje mleko (slika 9). Po vrednosti median δ
15
Nk lahko mleko 
razvrstimo v naslednji vrstni red: ovčje < kozje < kravje mleko (pregl. 6). 
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O v mleku krav (od -8,0 ‰ do 0,0 ‰) zavzemajo najširši interval vrednosti, 
nasprotno pa v kozjem mleku (od -5,3 ‰ do 1,2 ‰) najdemo najoţjega. Vzorec kozjega 
mleka z najvišjo vrednostjo 1,2 ‰ je prihajal iz Nove vasi na Krasu, tako visoko vrednost 
pa smo določili tudi v vzorcu ovčjega mleka iz Podgradu (Brkini). δ
18
O, ki smo jih določili 
v ovčjem mleku pa obsegajo podoben interval vrednosti (od -5,6 ‰ do 1,2 ‰) kot kozje 
mleko, kar je razvidno s slike 9. Po vrednosti median se kravje mleko (-6,1 ‰) močno 
razlikuje od kozjega (-1,1 ‰) in ovčjega mleka (-2,1 ‰). Glede na vrednosti median 
parametra δ
18
O lahko mleko različnih molznih ţivali razvrstimo v naslednji vrstni red: 
kravje < ovčje < kozje mleko.  
 
 
Slika 9: Porazdelitev izotopske sestave ogljika (a) in dušika (b) v kazeinu ter kisika (c) v kravjem, kozjem in 
ovčjem mleku. 
 






O v kravjem mleku in mleku 
drobnice odkrijemo statistično značilne razlike (p ≤ 0,05) (prilogi J in K). 
 










Nk (pregl. 6), ki so značilne za bolj intenzivno prirejo mleka, z 
večjim deleţem koruze v ţivalski krmi in uporabo organskih gnojil. Nasprotno pa mleko 




Nk, ki bi lahko bile posledica ekstenzivne pašniške 
prireje (Kornexl in sod., 1997; Bontempo in sod., 2012). Med ovčjim ter kozjim mlekom v 
Vezjak U. Karakterizacija mleka in sira z uporabo stabilnih izotopov lahkih elementov.  






Nk večjih razlik nismo opazili, kar bi lahko bila  posledica 
podobnega načina vzreje ţivali. 
 
Med porazdelitvijo parametra δ
18
O v kravjem mleku in mleku drobnice opazimo veliko 
razliko, s povprečno niţjimi vrednostmi v kravjem mleku in višjimi v ovčjem in kozjem 
mleku (pregl. 6). Menimo, da razlika, ki jo je pokazal Kruskal-Wallisov test, izhaja iz 
primerjave vzorcev mleka drobnice, ki so bil odvzeti meseca maja, junija in julija ter 
vzorcev kravjega mleka, ki so bili vzorčeni tekom celega leta 2012. Višje vrednosti δ
18
O v 
mleku drobnice bi lahko bile posledica frakcionacije med izhlapevanjem vode v sveţi krmi 
(Bontempo in sod., 2012), niţje vrednosti δ
18
O, določene v kravjem mleku tekom celega 
leta pa posledica vpliva nizke izotopske sestave pitne vode (Chesson in sod., 2010). 




Nk, ovčje in kozje mleko v vrednosti 
parametra δ
18
O ne pokaţe večjih razlik (pregl. 6).  
 
Diskriminantna analiza je pokazala, da prva diskriminatna os razloţi 99,6 % raznolikosti 
med tremi vrstami mleka (priloga L). Najvišjo standardizirano uteţ prve diskriminantne osi 
smo določi v izotopski sestavi kisika (0,781), drugo najvišjo uteţ pa izotopski sestavi 
ogljika (-0,498) (priloga M), kar pomeni, da se kravje, kozje in ovčje mleko v največji meri 
razlikujete po vrednostih δ
18






Slika 10 prikazuje dve osi, dobljeni pri diskriminatni analizi treh vrst mleka. S slike 
sklepamo, da bo diskriminacija med kravjim mlekom in mlekom drobnice uspešnejša kot v 
primeru geografskega porekla kravjega mleka. 
 
Navzkriţno preverjanje smo uporabili za oceno uspešnosti diskriminantne analize. Pokaţe 
nam, da je bilo pravilno uvrščenih  82,9 % vzorcev mleka. Najuspešneje smo razlikovali 
vzorce kravjega mleka (91,3 %), manj uspešni smo bili pri razlikovanju ovčjega mleka 
(74,3 %) ter neuspešni pri kozjem mleku (0 %) (pregl. 7). 
 







kar dobro opišejo razliko med slovenskim kravjim mlekom in mlekom drobnice. Kljub 
dobrim rezultatom navkriţnega preverjanja med tremi vrstami mleka, menimo, da 
izotopske razlike izhajajo predvsem iz razlik v prireji molznih ţivali ter vpliva 
frakcionacije med izparevanjem vode iz sveţe krme, v manjši meri pa so posledica 
medvrstnih razlik v kravjem, kozjem in ovčjem mleku. 
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 Vrsta mleka Napovedna pripadnost skupini Skupaj 












Število Kravje mleko 106 9 0 115 
Ovčje mleko 7 28 0 35 
Kozje mleko 1 7 0 8 
% Kravje mleko 92,2 7,8 0,0 100,0 
Ovčje mleko 20,0 80,0 0,0 100,0 





Število Kravje mleko 105 10 0 115 
Ovčje mleko 8 26 1 35 
Kozje mleko 1 7 0 8 
% Kravje mleko 91,3 8,7 0,0 100,0 
Ovčje mleko 22,9 74,3 2,9 100,0 
Kozje mleko 12,5 87,5 0,0 100,0 
a. 84,8 % originalnih vzorcev je bilo pravilno razvrščenih. 
b. Na podlagi diskriminantne analize so bili navzkriţno preverjeni vsi vzorci. 
c. 82,9 % vzorcev je bilo pri navkriţnem preverjanju razvrščenih pravilno. 
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4.2.5 Razlike med geografskim poreklom kozjega in ovčjega mleka 
 





Nk v kozjem mleku smo določili dvema vzorcema z 
vzorčevalnega mesta v Šentjurju v panonski makroregiji (slika 11), medtem ko drugo 







V ovčjem mleku smo višje vrednosti δ
13
Ck  določili trikrat na eni kmetiji v Vipavski dolini, 
enkrat pa v Dolu pri Ljubljani (slika 11). Najvišja vrednost -19,9 ‰ je bila določena junija 
na vzorčevalnem mestu iz Vipavske doline (pregl. 6). Visoke vrednosti nakazujejo koruzo 
v krmi (Kornexl in sod., 1997; Bontempo in sod., 2012; Camin in sod., 2008). Za oceno 
količine koruze v krmi ovc iz mediteranske makroregije smo uporabili regresijski enačbi, 
ki opisujeta povezanost vrednosti δ
13
Ck  in deleţem koruze v krmi, ki jo navajajo Camin in 
sod. (2008). Ocenili smo, da bi krma lahko vsebovala tudi 28 % koruze. Koruza in druga 
močna krmila dopolnjujejo sveţo krmo, ko ta ne zadosti energetskim in/ali hranilnim 
potrebam ţivali. Pravilna prehrana ovc poveča količino mleka ter vsebnosti beljakovin in 
maščob v mleku (Ţenko, 2015). Slednja navaja tudi, da nepravilna količina hranil lahko 
negativno vpliva na zdravje ţivali in produkcijo kakovostnega mleka. 
 




Nk v kozjem in ovčjem mleku iz štirih makrogeografskih regij 
Slovenije. 
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Nk v ovčjem mleku je pokazal vzorec iz Loga pod Mangartom (6,5 
‰) (pregl. 6), visoke δ
15
Nk pa smo določili tudi pri vzorcih, ki so pokazali višje δ
13
Ck, 
vendar nobena določena vrednost ni presegala meje 8 ‰, ki bi nakazovala gnojenje krmnih 
rastlin preteţno z organskimi gnojili (slika 11). 
 






O ločimo ovčje in kozje mleko 
glede na geografsko poreklo. Na sliki 12 je prikazan razsevni grafikon prvih dveh 
diskriminantnih osi pri analizi ovčjega mleka. S slike vidimo, da razmerja stabilnih 
izotopov lepo ločijo vzorce iz različnih makrogeografskih regij. Prva diskriminanatna os 
razloţi 98,2 % variabilnosti med geografskimi skupinami, druga pa le 1,8 % (priloga N). 
Na podlagi priloge O lahko sklepamo, da se vzorci ovčjega mleka najbolj razlikujejo glede 
na δ
18





preverjanje je pokazalo dobre rezultate ločbe, pravilno je bilo razvrščenih 71,4 % vzorcev 




Slika 12: Razsevni grafikon prvih dveh diskriminantnih osi pri analizi razlik v ovčjem mleku iz treh 
makrogeografskih skupin. (r = makroregija). 
 
Vzorci kozjega mleka so se slabše ločili z uporabo linearne diskriminantne analize, kar je 
razvidno s slike 13. Prva diskriminantna os razloţi le 75,9 % variabilnosti med skupinami, 
druga pa 24,1 % (priloga Q). Vrednosti δ
18
O (1,192) v največji meri vplivajo na ločbo med 




Ck (priloga R). Pri navzkriţnem preverjanju 
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se je 50,0 % vzorcev razvrstilo v pravilno skupino, najboljše rezultate razvrščanja pa smo 
dosegli v mediteranski regiji (66,7 %) (priloga S). 
 
Iz rezultatov lahko sklepamo, da stabilni izotopi dobro opišejo razlike med geografskim 
poreklom ovčjega mleka. Nasprotno je bila ločba kozjega mleka manj uspešna, vendar bi 
za natančnejše sklepe potrebovali večje število vzorcev, saj je bilo v raziskavo vključenih 
le 7 vzorcev. 
 
 
Slika 13: Razsevni diagram prvih dveh diskriminantnih osi pri analizi razlik v kozjem mleku iz treh 
makrogeografskih skupin. (r = makroregija). 
 
4.3 IZOTOPSKA SESTAVA SIRA TOLMINC, KOZJEGA IN OVČJEGA SIRA 
 
Izotopsko sestavo sira smo določali v 7 vzorcih sira Tolminc, ki je izdelan s kravjega 
mleka ter 8 vzorcih kozjega in 14 vzorcih ovčjega sira. Izotopsko sestavo ogljika in dušika 
v treh vrstah sira smo določili v kazeinu, ki smo ga izolirali po postopku opisanem v 
poglavju 3.3.1. 
 
4.3.1 Izotopska sestava ogljika v siru Tolminc ter kozjem in ovčjem siru 
 
Preglednica 8 prikazuje opisne statistike, ki smo jih določili v treh vrstah sira. Najniţjo 
aritmetično sredino δ
13
Cks smo določili v ovčjem siru (-25,5 ‰, s = 1,2 ‰), sledi mu 
Tolminc (-24,6 ‰, s = 0,7 ‰) ter kozji sir (-24,4 ‰, s = 1,5 ‰). Iz izredno nizkih 
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vrednosti bi lahko sklepali, da so se ţivali prehranjevale izključno s C3 rastlinami (Camin 




Cks v vzorcih sira najdemo v siru Tolminc (od -25,2 ‰ do -23,3 ‰), 
medtem ko vrednosti v ovčjem (od -27,5 ‰ do -23,6 ‰) in kozjem siru (od -26,3 ‰ do -
22,3 ‰) (pregl. 8) zavzemajo širši interval med minimalno in maksimalno vrednostjo, kar 
je razvidno s slike 14. Po vrednosti median lahko preiskovane sire razvrstimo v naslednji 
vrstni red: ovčji sir < kozji sir < Tolminc. 
 




Nks, določenih v vzorcih sira Tolminc ter 
kozjega in ovčjega sira. 






Aritmetična sredina -25,5 4,1 
Mediana -25,4 4,3 
Standardni odklon 1,2 0,9 
Minimum -27,5 2,0 
Maksimum -23,6 5,4 
Kozji sir 
Aritmetična sredina -24,4 5,1 
Mediana -25,0 5,1 
Standardni odklon 1,5 1,6 
Minimum -26,3 2,9 
Maksimum -22,3 7,8 
Tolminc 
Aritmetična sredina -24,6 4,0 
Mediana -24,9 4,0 
Standardni odklon 0,7 0,4 
Minimum -25,2 3,6 
Maksimum -23,3 4,6 
 
4.3.2 Izotopska sestava dušika v siru Tolminc ter kozjem in ovčjem siru 
 
Najvišjo aritmetično sredino δ
15
Nks (5,1 ‰) ter največjo razpršenost meritev (s = 1,6 ‰), 
smo podobno kot v kozjem mleku, določili v kozjem siru. Niţjo vrednost aritmetične 
sredine pokaţeta Tolminc  (4,0 ‰, s = 0,4 ‰) in ovčji sir (4,1 ‰, s = 0,9 ‰) (pregl. 8). Iz 
povprečnih vrednosti bi lahko sklepali, da krma ţivali ni bila gnojena z organskimi gnojili 




Nks v siru Tolminc zavzemajo najoţji interval (od 3,6 ‰ do 4,6 ‰) med 
preiskovanimi siri. Vzorci ovčjega sira zavzemajo vrednosti od 2,0 ‰ do 5,4 ‰ in kozjega 
od 2,9 ‰ do 7,8 ‰. (slika 14). Glede na vrednosti median lahko sire razvrstimo: Tolminc 
< ovčji sir < kozji sir. 
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Slika 14: Prikaz porazdelitve izotopske sestave ogljika (a) in dušika (b) v siru Tolminc, ovčjem in kozjem 
siru. 
 




Nks smo določili v siru Tolmincu (slika 14). Na ozek 
obseg meritev bi lahko vplivale geografsko klimatske razmere zgornjega Posočja, kjer je 
sir Tolminc izdelan. Širši interval vrednosti pokaţeta ovčji in kozji sir, ki sta bila vzorčena 
na geografsko širšem območju, ki je zavzemal Tolmin, osrednjo Slovenijo, Kras, Brkine in 
Vipavsko dolino. 
 
S Kruskal-Wallisovim testom med tremi vrstami sira ne odkrijemo statistično značilnih 
razlik (prilogi T in U). Odsotnost razlik med preiskovanimi siri bi lahko povezali s 
podobnimi pogoji vzreje ţivali. Sir Tolminc je tradicionalno izdelan iz mleka krav, ki se 
pasejo na pašnikih zgornjega Posočja, prav tako pa je bilo mleko za izdelavo kozjega in 
ovčjega sira zbrano v pomladansko-poletnem času, ko koze in ovce najdemo na paši. 
 
Diskriminantna analiza pokaţe, da prva diskriminantna funkcija razloţi 71,8 % 
raznolikosti med skupinami (priloga V). Najvišjo standardizirano uteţ prve diskriminantne 
funkcije smo določili prametru δ
15
Nks (0,743), drugo pa δ
13
Cks (0,435) (priloga W), kar 




Slika 15 prikazuje dve osi in enote diskriminatne analize med tremi siri. Zaradi velike 
razpršenost enot sklepamo, da diskriminatna analiza slabo loči preiskovane sire. 
 
Na podlagi diskriminantne analize smo vzorce sira uvrstiti v pripadajočo skupino (pregl. 
9). Rezultati navkriţnega preverjanja nam pokaţejo, da so bili siri pravilno uvrščeni v 48,1 
%. Najboljšo razvrstitev smo dosegli pri ovčjem siru, ki je bil pravilno uvrščen v 84,6 %, 
najslabše pa pri siru Tolminc, ki ni bil niti v enem primeru pravilno razvrščen. 
 
Iz predstavljenih rezultatov lahko sklepamo, da stabilnih izotopov ogljika in dušika ne 
moremo uporabiti za ločbo treh preiskovanih vrst sira. Odsotnost razlik med tremi vrstami 
sira so lahko posledica podobne prireje mleka, ki je bil uporabljen za izdelavo sira, kar smo 
ugotovili tudi pri primerjavi kravjega mleka iz štirih slovenskih geografskih makroregij. 
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Slika 15: Razsevni grafikon prvih dveh diskriminantnih spremenljivk pri analizi razlik v siru Tolminc ter 
kozjem in ovčjem siru. 
 




 Vrsta sira Napovedna pripadnost skupini Skupaj 
   Ovčji sir Kozji sir Tolminc  
Dejanska 
Število 
Ovčji sir 11 0 2 13 
pripadnost Kozji sir 5 3 0 8 
skupini
a
 Tolminc 5 0 1 6 
 
% 
Ovčji sir 84,6 0,0 15,4 100,0 
 Kozji sir 62,5 37,5 0,0 100,0 
  Tolminc 83,3 0,0 16,7 100,0 
Navzkriţno 
Število 
Ovčji sir 11 0 2 13 
preverjanje
b,c
 Kozji sir 5 2 1 8 
 Tolminc 6 0 0 6 
 
% 
Ovčji sir 84,6 0,0 15,4 100,0 
 Kozji sir 62,5 25,0 12,5 100,0 
  Tolminc 100,0 0,0 0,0 100,0 
a. 55,6 % originalnih vzorcev je bilo pravilno razvrščenih. 
b. Na podlagi diskriminantne analize so bili navzkriţno preverjeni vsi vzorci. 
c. 48,1 % vzorcev je bilo pri navkriţnem preverjanju razvrščenih pravilno. 
 
4.3.3 Primerjava izotopske sestave med mlekom in sirom 
 
Da bi preverili vpliv tehnološkega procesa izdelave sira na njegovo izotopsko sestavo, smo 
primerjali izotopsko sestavo vzorcev surovega mleka, odvzetih v maju 2012, in vzorcev 
sira, ki so bili narejeni iz tega mleka. Iz preglednice 10 je razvidno, da smo v kozjem in 
ovčjem siru določili višjo povprečno vrednosti δ
13
Cks kot v mleku. Tolminc je pokazal 0,1 
‰ niţjo aritmetično sredino kot mleko, uporabljeno za izdelavo tega sira. Povprečni 
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Nk se v primeru Tolminca ne razlikujeta, v primeru ovčjega sira pa za 0,1 ‰. 
Kozji sir pokaţe za 1 ‰ niţjo aritmetično sredino kot kozje mleko (pregl. 10). 
 
Bontempo in sod. (2012) ter Capici in sod. (2015) so predpostavili, da bi se razmerje 
stabilnih izotopov med primarno izdelavo sira in zorenjem lahko spremenilo, vendar sta 
obe študiji ugotovili, da med tehnološkim postopkom izdelave sira frakcionacija ni 




Nk v mleku in siru, bi 
teţko primerjati s tujimi, saj nimamo informacije o tehnoloških postopkih izdelave 
preiskovanih sirov. 
 
Preglednica 10: Primerjava izotopske sestave vzorcev mleka in vzorcev sira, ki so bili narejeni iz tega mleka. 












Aritmetična sredina -26,0 4,0 -25,5 4,1 
Standardi odklon 2,0 1,0 1,2 0,9 
Kozje mleko/sir 
Aritmetična sredina -26,3 4,1 -24,4 5,1 
Standardi odklon 1,6 3,1 1,5 1,6 
Kravje mleko/Tolminc 
Aritmetična sredina -24,7 4,0 -24,8 4,0 
Standardi odklon 1,4 0,4 0,7 0,4 
 
4.3.4 Geografsko poreklo sira Tolminc, kozjega in ovčjega sira 
 





Nk, ki smo jih določili v primeru ovčjega sira iz mediteranske, alpske 
in dinarske makroregije, v kozjem siru iz mediteranske, panonske in alpske makroregije ter 
v Tomincu iz zgornje-tolminskega geografskega območja. Na sliki 16 lahko vidimo, da 
štirje vzorci sira presegajo vrednosti -23,5 ‰, s česar predpostavljamo, da je bila v krmi 




Cks sta pokazala dva vzorca kozjega sira iz panonske makroregije, ki sta 
bila odvzeta iz vzorčevalnega mesta Šentjur. Tudi pri enem vzorcu Tolminskega sira smo 
določili višje vrednosti δ
13
Cks (slika 16). Noben od preiskovanih sirov ni pokazal višjih 
δ
15
Nk od 8 ‰, kar nakazuje odsotnost gnojenja z organskimi gnojili.  
 
Za analizo geografskega porekla treh vrst sira nismo uporabili statistične metode LDA, saj 
je bilo v raziskavo vključenih premajhno število vzorcev. Predpogoj za uporabo statistične 
metode (število enot v posamezni skupini mora biti večje od števila spremenljivk) tako ni 
bil izpolnjen (Kastelec in Košmelj, 2008). 
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Vezjak U. Karakterizacija mleka in sira z uporabo stabilnih izotopov lahkih elementov.  




- Sklepi o geografskem poreklu vzorcev: 
Navzkriţno preverjanje na osnovi diskriminantne analize je pravilno razvrstilo le 47,8 % 
vzorcev kravjega mleka iz različnih makroregij (pregl. 5). Razvrščanje ovčjega mleka iz 
treh regij je bilo uspešnejše, saj so bili vzorci pravilno razvrščeni v 71,4 % (priloga P). 
Kozje mleko iz treh regij se je pravilno razvrstilo v 50,0 % (priloga S). Sir Tolminc je v 




Nks (slika 14), 
kar bi lahko bila posledica specifičnih geografsko-klimatskih značilnosti zgornjega 
Posočja. 
 
Iz predstavljenih rezultatov lahko začetno hipotezo, ki predpostavlja, da z določanjem 
razmerja stabilnih izotopov kisika, dušika in ogljika v kravjem, kozjem in ovčjem mleku in 
siru lahko sklepamo na geografsko poreklo vzorcev, delno potrdimo. 
 
Zanesljivejšo ločbo bi lahko pričakovali, če bi poleg analiziranih razmerij stabilnih 
izotopov v raziskavo vključili tudi analizo razmerij izotopov ţvepla in stroncija ter 
elementno sestavo mleka, saj ti parametri dodatno odraţajo geografske in geološke danosti 
določenega področja prireje ali pridelave ţivila. 
 
- Sklepi o razlikovanja različnih vrst mleka in sirov iz njih: 







je pravilno uvrstilo 82,9 % vzorcev mleka (pregl. 7). S pomočjo navzkriţnega preverjanja 
smo 48,1 % vzorcev ovčjega in kozjega sira ter Tolminca pravilno razvrstili glede na vrsto 
mleka, uporabljenega za izdelavo sirov (pregl. 9). 
 
Začetno hipotezo, ki predpostavlja, da z določanjem razmerja stabilnih izotopov kisika, 
dušika in ogljika v kravjem, kozjem in ovčjem mleku ter siru razlikujemo različno vrsto 
analiziranega mleka in sirov iz njih, lahko delno potrdimo. 
 
Čeprav smo vzorce kravjega mleka in mleko drobnice z metodo IRMS in LDA relativno 
dobro ločili, predpostavljamo, da bi zanesljivejše rezultate ločbe dobili, če bi v raziskavo 
poleg določanja razmerja stabilnih izotopov vključili tudi metode za detekcijo specifičnih 
bioloških snovi za določeno ţivalsko vrsto ter elementno sestavo mleka in sirov. 
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Ţivilski izdelki so večkrat tarča nepoštenih praks. Z ţeljo večjega zasluţka na trţišče 
vstopajo nepristna ţivila, ki imajo spremenjeno sestavo ali pa na embalaţi nosijo 
zavajajoče podatke. Zato smo se v delu osredotočili na analizo razmerij stabilnih izotopov 
lahkih elementov v mleku (kravjem, ovčjem in kozjem) ter sirih (Tolminc, kozji in ovčji), 
kar bi lahko prispevalo k vzpostavitvi baze podatkov, potrebne za preverjanje poštenosti 
ţivilskih praks v mlekarski panogi na slovenskem geografskem področju. 
 
Izotopski odtis mleka in sira smo določali z masnim spektrometrom za analitiko stabilnih 
izotopov (IRMS). Razmerja stabilnih izotopov ogljika, dušika in kisika so povezana z 
geografskimi in klimatskimi danostmi nekega geografskega območja, posledično pa tudi z 
načinom kmetovanja na območju, kjer je bilo ţivilo proizvedeno. Zaradi povezave med 
izotopskim odtisom ţivila in geografskimi področjem, metoda določanja izotopskega 
odtisa z IRMS pridobiva vedno večjo teţo pri odkrivanju nepristnih ţivil. 
 
V kravjem mleku iz različnih makrogeografskih regij (alpska, mediteranska, dinarska in 




Nk določili statistično značilne razlike (p ≤ 0,05). 




Nk z ozkim 
intervalom med minimalno ter maksimalno vrednostjo, kar nakazuje uporabo koruze in 
organskih gnojil v krmi ţivali. Geografske značilnosti panonske makroregije omogočajo 










Nk določili v mediteranski makroregiji, kjer slabše rodovitna prst omogoča 





Nk, iz katerih sklepamo, da je bil način reje ţivali v regijah različen, 
tako kot geografske značilnosti alpske in dinarske makroregije. Visoke vrednosti smo 
določili predvsem v niţinskih predelih, kjer je pridelava poljščin mogoča, niţje pa na 
vzorčevalnih mestih, kjer reja ţivali poteka pašniško. 
 





makrogeografskimi regijami kot kravje mleko. V treh vzorcih ovčjega mleka iz 
mediteranske regije smo ugotovili, da višje vrednosti δ
13
Ck nakazujejo uporabo koruze. V 
kozjem mleku višjih vrednosti δ
13
Ck nismo določili, iz česar sklepamo, da so se koze 
prehranjevale izključno s C3 rastlinami. Tako kozje kot ovčje mleko nista pokazali višjih 
vrednosti δ
15
Nk, ki bi lahko bile posledica izključnega gnojenja krme z organskimi gnojili. 
 






O, ki smo jih določili v kravjem, kozjem in ovčjem 
mleku, ter uporabe linearne diskriminantne analize oz. LDA smo prišli do sklepa, da 
izotopski odtisi preučevanih vzorcev do neke mere omogočajo ločbo vzorcev glede na 
njihovo geografsko poreklo. Vzorci sira niso pokazali večjih razlik med geografskim 
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poreklom. Zanesljivejšo ločbo bi lahko pričakovali, če bi poleg analiziranih razmerij 
stabilnih izotopov v raziskavo vključili tudi razmerje izotopov ţvepla in stroncija ter 
elementno sestavo mleka, saj ti parametri dodatno odraţajo geografske oziroma geološke 
danosti nekega področja. 
 
Drugi del naloge se je navezoval na primerjavo kravjega, ovčjega in kozjega mleka in sira 
z LDA. Ugotovili smo, da se je na podlagi diskriminantnih osi pravilno uvrstilo 82,9 % 
vzorcev mleka treh vrst ţivali. Najpomembnejši parameter za uvrstitev v skupine med 
kravjim, kozjim in ovčjim mlekom je bil δ
18
O. Kozje in ovčje mleko nista pokazali večjih 
razlik. Menimo, da razlike med mlekom drobnice in kravjim mlekom izhajajo iz različne 
reje ţivali, saj se drobnica preteţno prehranjuje s C3 rastlinami, nasprotno pa je v prehrani 
goveda v večjem deleţu prisotna koruza, ki bi lahko bila gnojena z organskimi gnojili, kar 




Nk, določene v kravjem mleku ter nakazujejo bolj intenzivno 
rejo. 
 





Nk, kar je verjetno posledica podobne reje in krme molznih ţivali. Pri 
navzkriţnem preverjanju se je pravilno uvrstilo 48,1 % vzorcev sira. V siru Tolminc smo 




Nk, kar lahko odraţa območje zgornjega Tolmina znotraj 
alpske makrogeografske regije. Kozji in ovčji siri med geografskimi makroregijami ne 
pokaţejo večjih razlik. 
 
Predstavljeni rezultati so del baze podatkov pristnih vzorcev slovenskega kravjega, ovčjega 
in kozjega mleka in sirov, ki lahko sluţi za zaščito geografskega porekla Bovškega in 
Kraškega sira. Rezultati magistrske naloge so tako pomembna osnova za razvoj in izbiro 
metode za izvajanje uradne kontrole ţivil in sistema za zagotavljanje sledljivosti surovin 
oziroma kmetijskih proizvodov, v našem primeru mleka in mlečnih izdelkov.  
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Priloga A: Porazdelitev izotopskih vrednosti kisika (a), dušika (b) in ogljika (c) določenih v kravjem mleku, 
ter osamelcev in ekstremih osamelcev po posameznih izotopskih parametrih. 
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Priloga B: Histogrami s prilagojenimi funkcijami normalne porazdelitve prikazujejo izotopske vrednosti ogljika, določenega v kazeinu (a) in celokupnem mleku 
(b), dušika (c) in kisika (d) v kravjem mleku,  vrednosti ogljika (e), dušika (f) in kisika (g) v ovčjem mleku ter porazdelitev vrednosti ogljika (h), dušika (i) in kiska 
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Ck, ki smo jih določili v kravjem mleku, razdeljenem v 
skupine, glede na mesec vzorčenja. 








Aritmetična sredina -6,5 -22,7 5,5 
Mediana -6,5 -21,9 6,0 
Standardni odklon 0,5 1,9 1,0 
Minimum -7,3 -26,3 3,5 
Maksimum -5,4 -19,6 6,6 
Marec 
Aritmetična sredina -6,4 -22,4 5,5 
Mediana -6,4 -21,4 5,4 
Standardni odklon 0,6 2,6 1,5 
Minimum -7,6 -27,0 2,7 
Maksimum -5,2 -19,2 9,5 
Junij 
Aritmetična sredina -2,5 -23,2 4,4 
Mediana -2,6 -22,2 4,5 
Standardni odklon 1,0 2,5 1,0 
Minimum -3,6 -28,2 2,5 
Maksimum 0,0 -20,1 5,8 
September 
Aritmetična sredina -5,4 -21,3 5,3 
Mediana -5,6 -20,4 5,4 
Standardni odklon 0,7 2,9 0,8 
Minimum -6,8 -26,7 3,5 
Maksimum -3,3 -19,1 6,7 
December 
Aritmetična sredina -6,6 -21,6 5,6 
Mediana -6,5 -21,2 5,6 
Standardni odklon 0,7 2,4 0,5 
Minimum -8,0 -27,4 4,1 
Maksimum -4,7 -17,8 6,4 
 


















O Januar 17 43,6 
Marec 29 52,5 
Junij 22 126,5 
September 30 91,4 





Ck Januar 17 51,5 
Marec 29 69,5 
Junij 19 45,2 
September 26 77,7 





Nk Januar 17 72,0 
Marec 25 62,6 
Junij 19 31,0 
September 28 58,6 





Vezjak U. Karakterizacija mleka in sira z uporabo stabilnih izotopov lahkih elementov.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2019 
 











Kruskal-Wallis H 80,95 11,58 17,94 
Stopnja prostosti 4 4 4 
Asim. vrednost 0,000 0,021 0,001 
a. Kruskal-Wallisov test 
b. Skupine so tvorjene glede na mesec vzorčenja. 
 






Ck, v kravjem mleku iz štirih 
makroregij. 
Izotopske vrednosti Geografsko poreklo Število vzorcev Povprečen rang 
δ
18
O Mediteranska regija 13 85,2 
Panonska regija 45 60,7 
Alpska regija 38 70,6 





Ck Mediteranska regija 12 41,4 
Panonska regija 43 96,0 
Alpska regija 37 44,7 





Nk Mediteranska regija 11 21,5 
Panonska regija 39 80,5 
Alpska regija 34 60,6 
















Kruskal-Wallis H 4,52 45,69 33,26 
Stopnja prostosti 3 3 3 
Asim. vrednost 0,211 0,000 0,000 
a. Kruskal-Wallisov test 
b. Skupine so tvorjene glede na geografsko preklo vzorcev. 
 
 















 68,1 68,1 0,575 
2 ,229
a
 31,6 99,7 0,431 
3 ,002
a
 0,3 100,0 0,043 
a. V analizi so bile uporabljene prve 3 kanonične diskriminantne funkcije. 
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1 2 3 
δ
18
O 0,126 0,330 1,037 
δ
13
Ck 0,588 -0,815 0,257 
δ
15
Nk 0,719 0,853 0,091 
 


















O (‰) Kravje mleko 138 73,12  
Ovčje mleko 35 146,03  






Ck (‰) Kravje mleko 130 107,59  
Ovčje mleko 36 39,99  






Nk (‰) Kravje mleko 118 93,96  
Ovčje mleko 36 44,24  

















Kruskal-Wallis H 70,077 59,460 30,360 
Stopnja prostosti 2 2 2 
Asim. vrednost 0,000 0,000 0,000 
a. Kruskal Wallis Test 
b. Skupine so tvorjene glede na različno vrsto mleka analiziranih vzorcev. 
 














 99,6 99,6 0,753 
2 ,006
a
 0,4 100,0 0,076 
a. V analizi sta bile uporabljeni 2 kanonični diskriminantni funkciji. 
 







O 0,781 0,684 
δ
13
Ck -0,498 0,459 
δ
15
Nk -0,001 0,734 
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 98,2 98,2 0,823 
2 ,039
a
 1,8 100,0 0,194 
a. V analizi sta bile uporabljeni 2 kanonični diskriminantni funkciji. 
 







O 1,036 -0,193 
δ
13
Ck 0,493 0,882 
δ
15
Nk 0,066 0,148 
 
 




 Makroregija Napovedna pripadnost skupini Skupaj 















11 3 0 14 
Alpska 
makroregija 
2 16 0 18 
Dinarska 
makroregija 




78,6 21,4 0,0 100,0 
Alpska 
makroregija 
11,1 88,9 0,0 100,0 
Dinarska 
makroregija 








10 4 0 14 
Alpska 
makroregija 
2 13 3 18 
Dinarska 
makroregija 




71,4 28,6 0,0 100,0 
Alpska 
makroregija 
11,1 72,2 16,7 100,0 
Dinarska 
makroregija 
0,0 33,3 66,7 100,0 
a. 85,7 % originalnih vzorcev je bilo pravilno razvrščenih. 
b. Na podlagi diskriminantne analize so bili navzkriţno preverjeni vsi vzorci. 
c. 71,4 % vzorcev je bilo pri navzkriţnem prevejanju razvrščenih pravilno. 
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Priloga Q: Rezultati lastnih vrednosti pri diskriminantni analizi kozjega mleka iz treh makroregij. 
Funkcija 
Lastne Relativna Kumulativa Koeficient 







 75,9 75,9 0,915 
2 1,632
a
 24,1 100,0 0,787 
a. V analizi sta bile uporabljeni 2 kanonični diskriminantni 
funkciji. 
 







O 1,192 -0,493 
δ
13
Ck 0,574 0,458 
δ
15
Nk 0,864 0,360 
 




 Makroregija Napovedna pripadnost skupini Skupaj 
 












Število Mediteranska 3 0 0 3 
Panonska 0 2 0 2 
Alpska  0 0 3 3 
% Mediteranska 100,0 0,0 0,0 100,0 
Panonska 0,0 100,0 0,0 100,0 





Število Mediteranska 2 0 1 3 
Panonska 0 1 1 2 
Alpska 0 2 1 3 
% Mediteranska  66,7 0,0 33,3 100,0 
Panonska. 0,0 50,0 50,0 100,0 
Alpska 0,0 66,7 33,3 100,0 
a. 100,0 % originalnih vzorcev je bilo razvrščenih pravilno. 
b. Na podlagi diskriminantne analize so bili navzkriţno preverjeni vsi vzorci. 
c. 50,0 % vzorcev je bilo pri navzkriţnem preverjanju razvrščenih pravilno. 
 
 




Cks, med sirom Tolminc, ovčjim in 
kozjim sirom. 
   Število Povprečen rang 
δ
13
Cks Ovčji sir 13 11,35 
 Kozji sir 8 16,00 
 Tolminc 6 17,08 




Nks Ovčji sir 13 13,23 
 Kozji sir 8 17,88 
 Tolminc 6 10,50 
 Skupaj 27 
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Hi kvadrat 2,876 3,209 
Stopnja prostosti 2 2 
Asim. vrednost 0,237 0,201 
a. Kruskal Wallis Test 
  b. Skupine so tvorjene glede na vrsto sira. 
   
Priloga V: Rezultati lastnih vrednosti pri diskriminantni analizi med sirom Tolminc, ovčjim in kozjim sirom. 
Funkcija 
Lastne Relativna Kumulativa Koeficient 







 71,8 71,8 0,440 
2 ,095
a
 28,2 100,0 0,294 
a. V analizi sta bile uporabljeni 2 kanonični diskriminantni funkciji. 
 
 







Cks 0,435 1,000 
δ
15
Nks 0,743 -0,798 
 
